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統合的トランスクリプトーム解析で明らかにする脂肪・骨芽細胞分化調節メカニズム

緒　言

　間葉系幹細胞は，脂肪細胞，骨芽細胞，軟骨細胞，
筋細胞などの様々な細胞種に分化する能力を有する
が，特に個々の間葉系幹細胞が脂肪細胞と骨芽細胞の
どちらに分化するか，そのバランスを調節するメカニ
ズムは，骨粗鬆症や生活習慣病の発症や病態と密接に
関連する．
　我々はこれまで，骨髄間葉系幹細胞が骨芽細胞や
脂肪細胞へ分化する際の遺伝子制御ネットワーク
を描出してきた．骨芽細胞や脂肪細胞への分化過程
で重要な機能を担っている遺伝子を調べるため，
それぞれの分化過程において極めて詳細なタイム
ポイントで遺伝子発現解析を行ってきた．その結果，
転写因子 Id4が骨芽細胞分化を促進，脂肪細胞分化
を抑制する遺伝子であることを突き止めた 1)．また，
マイクロRNA（miRNA）であるmiR-125bとmiR-210が，
骨芽細胞分化をそれぞれ抑制，促進することを明らか
にした 2, 3)．これらの他にも，様々な遺伝子やmiRNA
がその発現量に応じてそれぞれの分化の方向性に関与
する事を明らかにしてきた．
　遺伝子がゲノムDNAから転写されてRNAができ，
それを鋳型として翻訳が起こりタンパク質が作られる
セントラルドグマは古くから知られているが，実際に
はその個々の過程で多くの複雑かつ精細な制御機構
があることが次々と明らかになっている．ゲノム上
の1つの遺伝子座位からは1つの決まった一次構造
を持つRNAのみが作られるのではなく，転写開始点
や使われるエクソンが異なる多くのアイソフォーム
が 存 在 す る こ と が 多 く の 遺 伝 子 座 位 で 明 ら か に
なっており，これらのRNAアイソフォームが生体
内の組織や細胞の種類によって繊細に使い分けられ
ている事実も多く報告されてきている．例えば，転写

因子 PPARγには少なくともγ 1, γ 2, γ 3という転写
開始点や利用エクソンが異なる3つのアイソフォーム
が知られており，それぞれが異なる細胞種で異なる
働きを有している．これらの中で脂肪細胞分化に
必須な働きを持つのはアイソフォームγ 2である 4)．
こうした現象は単に個々の遺伝子座位からのRNA
発現量を調べるだけでは見逃されてしまう重要な作用
メカニズムである．さらに，タンパク質をコードし
ていないnon-codingRNA（ncRNA）が機能性 RNAとし
て生体内の様々な現象に関与していることが明らかと
なってきている．ncRNAの中でもmiRNAについては
これまで新知見が最も盛んに報告されてきたが，近年
になってはLarge non-coding RNA（lncRNA）をはじめ
とするmiRNA 以外のncRNAの機能も次々と明らかに
なってきている5, 6)．
　そ こ で 本 研 究 で は， 間 葉 系 幹 細 胞 が 脂 肪 細 胞
分化および骨芽細胞分化する際の調節に関る遺伝子
アイソフォームやncRNAを同定するために，ヒト
間葉系幹細胞を脂肪細胞分化，骨芽細胞分化させた
サンプルを用いて，全遺伝子とncRNAのエクソン毎の
発現量をトランスクリプトームアレイを用いて網羅的
に調べた．

材料と方法

１ . 間葉系幹細胞サンプルの調整
　3 種類のヒト間葉系幹細胞をロンザ社より購入
した．増殖用の基本培地（MSCGM Mesenchymal Stem 
Cell Growth Mediumu BulletKit，ロンザ社）を用いて
細胞を増殖させた後，脂肪細胞分化誘導および骨芽細
胞分化誘導を行った．脂肪細胞分化誘導では，インス
リン，デキサメタゾン，ロシグリタゾン，3-イソブチ
ル-1-メチルキサンチンを基本培地に添加した誘導用培
地を用いた．2 日後に誘導用培地を除去し，基本培地
に交換して培養を継続した．骨芽細胞分化誘導では，
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培養の全期間において，基本培地にBMP-4（R&D 社）
を200 ng/mlの濃度で添加した培地を用いた．分化
誘導を行わない対照サンプルとして基本培地のみで
の培養も併せて行った．分化誘導開始直前（0 時間），
開始 2 時間後，3 日後，6 日後，10 日後の細胞を回収
し，miRNeasy mini kit（Qiagen 社）によりsmall RNA
を含む全 RNAを抽出した．サンプルからDNAを除去
するため，RNA抽出作業時にDNase処理を行った．
２ . 脂肪・骨芽細胞分化の確認
　分化誘導サンプルの分化を確認するため，脂肪
細胞，骨芽細胞分化の遺伝子マーカーの発現を逆転
写定量 PCR（qRT-PCR）法を用いて定量した．まず，
前項で得られたRNAを用いて，逆転写酵素（Bioscript, 
Bioline社）を用いてcDNAを合成した．得られたcDNA
産物を鋳型として，各遺伝子特異的プライマー（脂肪
細 胞 分 化 マ ー カ ー と し てPPARγ , 骨 芽 細 胞 分 化
マーカーとしてオステオカルシン）を用いて，Power 
SYBR Green （ライフテクノロジーズ社）による定量的
PCRを行った．更に，脂肪細胞分化誘導処理，骨芽
細胞分化誘導処理したサンプルについてそれぞれ
オイルレッド染色，アルカリフォスファターゼ染色に
より分化を確認した．
３ . トランスクリプトームアレイ解析
　各サンプルRNA 100 ngを用いて，アフィメトリク
ス社 Human Transcriptome Array 2.0アレイ解析実験
を行った．アフィメトリクス社のプロトコルに従い，
逆転写反応，二本鎖cDNA合成，インビトロ転写反応，
一本鎖 cDNA 再合成，cDNA 断片化反応・標識反応を
行って，ハイブリダイゼーション用のサンプルを調整
した．調整したサンプルをアレイに充填し，45℃で
16時間回転させながらインキュベーションし，アレイ
へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た．そ の 後，

Fluidics Station（アフィメトリクス社）を用いてアレイ
を洗浄・染色し，専用スキャナにて各プローブス
ポットの蛍光強度を定量した．得られたデータ（CEL
ファイル） からコンピュータ上でExpression Console 
アプリケーション（アフィメトリクス社）を用いて
数 値 化 と 遺 伝 子 対 応 付 け を 行 い，Transcriptome 
Analysis Consoleアプリケーション（アフィメトリク
ス社）を用いて各遺伝子のエクソン毎の発現量とその
変動量を可視化した．

結　果

１ . 脂肪・骨芽細胞分化の確認
a）脂肪細胞分化の確認
　脂肪細胞分化誘導後 6 日目のサンプルを用いて，
PPARγ遺伝子発現量を定量的 PCR 法にて定量した
結果，未分化の細胞と比較してPPARγ発現量が10 倍
以上上昇していることが分かった（図 1）．またオイル
レッド染色により，実際に油滴の蓄積を確認した．
b）骨芽細胞分化の確認
　骨芽細胞分化誘導後 6 日目，12 日目のサンプルを
用いて，オステオカルシン遺伝子発現量を定量的 PCR
法にて定量した結果，未分化の細胞と比較してオステ
オカルシン発現量が5 倍程度まで上昇していることが
分かった（図 2）．またアルカリフォスファターゼ染色
により，アルカリフォスファターゼ活性陽性の細胞を
確認した．
２ . トランスクリプトームアレイ解析
a）転写物単位での発現変動確認
　前項の解析により脂肪細胞分化，骨芽細胞分化
の誘導ができた細胞検体より抽出したRNAを用い
て，トランスクリプトームアレイ解析を行った．
Transcriptome Analysis Consoleアプリケーションの

図 1.	 脂肪分化細胞におけるPPARγ遺伝子の発現上昇．
未分化の細胞（C0d）と比べて，脂肪細胞分化誘導後
6 日目の細胞（A6d）では，PPARγ遺伝子 mRNAの
発現量が約14倍にまで上昇した．

図 2.	 骨 芽 細 胞 分 化 に お け る オ ス テ オ カ ル シ ン 遺 伝 子
の発現上昇．未分化の細胞（C0d）と比べて，骨芽
細胞分化誘導後 6 日目（B6d），12 日目（B12d）の細胞
では，オステオカルシン遺伝子の発現量がそれぞれ
約2.1倍，5.3倍にまで上昇した．
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Gene level expression alnalysisモードを用いて視覚化
した例を図 3と図 4に示す．脂肪細胞分化誘導サンプ
ルにおいては，FABP4やADIPOQなど，脂肪細胞分
化時に発現が上昇する代表的な遺伝子の発現が上昇
していることが確認できた（図 3）．また，骨芽細胞分
化誘導サンプルでは，オステオモジュリンやHEY1，
MMP13などの骨芽細胞分化誘導時に発現が上昇する
ことが知られている遺伝子の発現が上昇していること
が分かった（図4）．
b）エクソン単位での発現変動とncRNA 発現変動の
確認
　前項で用いたアレイデータについて，Transcriptome 
Analysis Consoleア プ リ ケ ー シ ョ ン のAlternative 
splicing analysisモードを用いてデータの解析と可視
化を行った．視覚化データの一例を図 5に示す．この
例では，脂肪細胞分化誘導後 6 日目のサンプルと分化
誘導を行わずに6 日間培養したコントロール細胞との
間で，PPARγ遺伝子について，RNAサンプルに含ま
れる各エクソンの存在比が示されている．PPARγ遺
伝子は，PPARG1, PPARG2 等の，転写開始点が異なる
アイソフォームがいくつか知られており，脂肪細胞
分化時にはPPARG2のアイソフォームの発現量が選択
的に亢進し，脂肪細胞分化を促進させる役割がある
ことが知られている．今回の解析において，脂肪細胞

分化 6 日目では，PPARG2のアイソフォームが特異的
に発現上昇していることを確認することができた

（図 5）．次に，脂肪細胞分化と骨芽細胞分化それぞれ
6 日目のサンプルと，分化誘導を行わずに6 日間培養
したコントロール細胞との間で，転写開始点やエク
ソンの組み合わせが異なる遺伝子の同定を試みた．各
遺伝子の中で，相対的な発現量が5 倍以上変動したエ
クソンを含む遺伝子の数をカウントしたところ，表 1
に示した数の遺伝子において，エクソンの相対的な発
現量が5 倍以上変動していた．また，同様のサンプル
において，表 1のncRNAの項目に示した数のncRNAで
5倍以上の発現変動が観察された．

考　察

　間葉系幹細胞の脂肪細胞分化・骨芽細胞分化時に
おける制御ネットワークを解析する手法として，これ
までに従来の遺伝子単位での網羅的遺伝子発現解析
が我々の研究を始めとして多く行われてきており，
様々な知見が蓄積されてきた．一方で，各遺伝子か
ら生み出されるRNAは全て一様ではなく，転写開始
点が異なっていたり，選択的スプライシングなどに
より多様なアイソフォームが存在し，特定のアイソ
フォームが細胞内の特定のイベントに重要な役割を示
す事が分かってきた．本研究においては，正確に各遺

図 3.	 脂肪細胞分化 6 日目の網羅的遺伝子発現変動パターン．
各転写物の発現量について，脂肪細胞分化誘導 6 日目
のサンプルをY 軸，分化誘導を行わないコントロール
サンプルをX 軸においた散布図．脂肪細胞で発現する
代表的な遺伝子の発現上昇が認められた．

図 4.	 骨芽細胞分化 6 日目の網羅的遺伝子発現変動パターン．
各転写物の発現量について，骨芽細胞分化誘導 6 日目
のサンプルをY 軸，分化誘導を行わないコントロール
サンプルをX 軸においた散布図．骨芽細胞で発現する
代表的な遺伝子の発現上昇が認められた．
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伝子のエクソン毎の発現定量やncRNAの発現定量を
網羅的に行うことができるトランスクリプトームアレ
イを用いて，転写開始点やスプライシングパターンが
異なるアイソフォームやncRNAの発現量を定量した．
その結果，脂肪細胞分化，骨芽細胞分化のそれぞれの
過程において，特定のアイソフォームの発現が大きく

変動する遺伝子と，分化の過程で発現が大きく変動
するncRNAを見出すことができた．今後はこれらの
アイソフォームとncRNAについて，細胞分化にどの
ように影響を及ぼしているのか，そのメカニズムを
解明し，骨粗鬆症や生活習慣病に対する創薬や診断・
治療等の臨床へ展開していく事が期待される．

図 5.	 脂肪細胞分化 6 日目のサンプルにおける，PPARG 遺伝子エクソンの発現変動パターン．上段は，1 列目が脂肪分化
誘導後 6 日目，2 列目が分化誘導無しのコントロール6 日目サンプルについて，PPARG 遺伝子におけるエクソン毎の
発現量を示している．上段 3 列目は，エクソン毎の相対的な発現比を表すSplicing indexの数値が可視化されている．
中央の縦帯で示されたエクソンがPPARG2 遺伝子の第一エクソンである．また下段では，既存の各種データベースに
収録されているPPARG 遺伝子のアイソフォームを示している．中央やや左の縦帯で示されたエクソンがPPARG2 遺伝
子の第一エクソンである．脂肪分化誘導後6日目のサンプルでは，PPARG2遺伝子の第一エクソンの利用度合いが高い
事が示されている．

表 1.	 Geneの項目では，各遺伝子の中で相対的な発現量が5 倍以上変動したエクソンを含む遺伝子の数をカウントした．
ncRNAの項目では，発現量が5倍以上変動したncRNAの数をカウントした．



22 水 野 　洋 介 ，他

謝　辞

　この研究はゲノム科学部門の岡崎康司教授の助言，
監督の下に遂行されました．また，細胞サンプルの
調整にはゲノム科学部門の八塚由紀子助手に多大な
ご協力を頂きました．またゲノム科学部門の徳澤佳美
研究員には適切な助言を頂きました．深く感謝いたし
ます．

参考文献

1)	 Tokuzawa Y, Nakachi Y, Kanesaki-Yatsuka Y, 
Mizuno Y, Okazaki Y, et al. Id4, a new candidate 
gene for senile osteoporosis, acts as a molecular 
switch promoting osteoblast differentiation. PLoS 
Genet 2010;6(7):e1001019.

2)	 Mizuno Y, Tokuzawa Y, Kanesaki-Yatsuka Y, 
Okazaki Y, et al. miR-125b inhibits osteoblastic 
d i f fer ent ia t ion  by  down-r egula t ion  o f  ce l l 
proliferation. Biochem Biophys Res Commun 
2008;368(2):267 -72.

3)	 Mizuno Y, Tokuzawa Y, Yatsuka-Kanesaki Y, 
Okazaki  Y.  miR-210 promotes  osteoblast ic 
differentiation through inhibition of AcvR1b. FEBS 
Lett 2009;583(13):2263 -8.

4)	 Acker t-Bicknell C and Rosen C. The Genetics 
o f  P P A R G  a n d  t h e  S k e l e t o n .  P P A R  R e s 
2006;2006:93258.

5)	 Kornfeld JW, Brüning JC. Regulation of metabolism 

b y  l o n g ,  n o n - c o d i n g  R N A s .  F r o n t  G e n e t 
2014;5(57);eCollection.

6)	 Guan D, Zhang W, Zhang W, Liu GH, Belmonte JC. 
Switching cell fate, ncRNAs coming to play. Cell 
Death Dis 2013;4:e464.

研究成果リスト

学会発表
1)	 水野洋介，仲地豊，徳澤佳美，兼先 - 八塚由紀子，

岡﨑康司．脂肪・骨芽細胞分化を制御する非コー
ドRNAの 探 索，NGS 現 場 の 会 第 三 回 研 究 会，
2013年9月4日，神戸

2)	 水野洋介，仲地豊，徳澤佳美，兼先 - 八塚由紀子，
岡﨑康司．間葉系幹細胞分化を調節するキー転写
因子による，マイクロRNAを介した細胞分化制御，
第 36 回日本分子生物学会年会，2013 年 12 月 3 日，
神戸

3)	 仲地豊，水野洋介，徳澤佳美，山下泉，八塚由紀子，
岡 﨑 康 司．CAGELOH（CAGE Loci Oriented 
Heatmap）によるマウス間葉系幹細胞の脂肪細胞・
骨芽細胞分化 トランスクリプトーム統合解析，
第 36 回日本分子生物学会年会，2013 年 12 月 5 日，
神戸

4)	 仲地豊，水野洋介，徳澤佳美，山下泉，八塚由紀子，
岡﨑康司．脂肪細胞及び骨芽細胞への2 方向性分化
で機能する制御因子の探索，東京大学大学院理
学系研究科生物科学専攻人類学演習 IV・談話会，
2013年11月29日，東京

© 2014 The Medical Society of Saitama Medical University http://www.saitama-med.ac.jp/jsms/



23埼玉医科大学雑誌　第 41 巻　第 1 号　平成 26 年 8 月

学内グラント  報告書

1) ゲノム医学研究センター　ゲノム科学部門
2)大学病院　歯科・口腔外科

緒　言

　 顎 顔 面 領 域 に お け る 腫 瘍・ 炎 症・ 骨 折 な ど に
よる骨欠損・変形に対する治療法としては再生医
療が最も期待される．しかしながら，形態・機能を
回復するのが困難な場合も少なくなく，たとえば
顔面骨の大部分が欠損すると審美性や咀嚼機能の
低下，さらには感覚神経麻痺が引き起こされる．
とりわけ下顎骨は骨内部を太い知覚神経・血管が
伴走するという特徴を持ち，単なる骨組織の再生
をするだけでは機能の回復は極めて困難といえる．
生体には各臓器間のネットワークシステムが存在し，
内分泌系（血管系）・神経系がそれを担っており，生体
反応を制御している．近年の研究から，骨組織はさま
ざまな臓器により制御されていることが明らかとなり
つつあり 1)，生体ネットワークの中でいかに骨を再生
させるかを考えなければならない．血管－神経ネット
ワークは，このシステムを構築する重要な概念であり，
血管－神経ネットワークの解明は生体の有機的反応を
理解するために必要である．近年の再生医療では1つの
器官の再生を目指す研究が主であるが，生体では1つ
の器官が独立して存在するわけではなく，器官を支配
する血管・神経系のネットワークも考慮しなければな
らず，臓器と血管そして臓器と神経の相互作用の理解
も必要である．われわれはこれまでに神経系による骨
代謝の制御機構について解析を行ってきた．神経伝達
物質であるアセチルコリンが骨芽細胞に作用して増殖
を促進し分化を抑制することを見出し2)，骨のみならず
様々な臓器においてアセチルコリンが細胞間ネット
ワークシグナルとしての役割を担っていることを提唱
してきた3)．最近，われわれは感覚神経が海綿骨にまで
及び，感覚神経由来のsemaphorin 3Aが骨代謝を制御

するという骨代謝の新たな調節機構を発見した4)．
　本研究では，神経細胞と骨芽細胞との相互作用
を 解 明 す る こ と を 目 指 し た．神 経 細 胞 は 骨 膜 に
おいて神経突起を介して骨芽細胞と接触していると
考えられ，神経細胞と骨芽細胞との接触による双方
の細胞への生理応答に関する影響を検討する必要が
ある．そこで，神経細胞と骨芽細胞の接触型あるいは
非接触型共存培養系における，骨芽細胞および神経
細胞の分化への影響を調べるとともに，これらを制御
する因子の探索を目的として本研究を行った．

材料と方法

1．細胞培養
　細胞株として神経細胞に分化する能力を有する
ラット褐色細胞腫細胞株 PC12およびマウス骨芽細胞
様細胞株 MC3T3 - E1を，培地として5％ fetal bovine 
serum （FBS），10％ horse serum，1％ penicillin/
streptomycin （P/S）含有 Dulbecco’s Modified Eagle’s 
medium （DMEM）培地を用いた．37℃・CO2 濃度 5％
にて培養し，2日おきに継代した．
2．共存培養法
　非接触型培養法では，M C 3 T 3 - E 1 を T r a n s w e l l 
Permeable Suppor ts（24 well）0.4 μm polyester

（Corning）のwell（growth area, 1.9 cm2）に3 × 104/cm2

で播種し，PC12を insert membrane（growth area, 0.33 
cm2）に3 × 104/cm2で播種した．接触型培養法では，
24 well plate（Corning）あるいは8 well chamber slide

（BD Falcon）にMC3T3 -E1およびPC12をそれぞれ3 ×
104/cm2で播種した．
3．石灰化アッセイ
　24 well plateで接触型共存培養あるいは非接触型培
養を行った．培養 19 日目で，氷冷した70％エタノー
ルにて固定し，洗浄後にAlizarin red 染色液で染色を
行った5)．
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4．免疫染色
　8 well chamber slideで接触型共存培養を行った． 
培養 3 日後，4％ parafor maldehydeにて固定し，
ant i - connexin43抗体（Cel l  S igna l）および ant i -
neurofilament -L 抗体（Cell Signal）を用いて免疫染色
を行った．2 次抗体としてAlexa F luor488 goat anti -
mouse IgG（Life Technologies）およびAlexa Fluor568 
goat anti-rabbit IgG（Life Technologies）を 用 い た．
Vectashield（Vector）にて封入し蛍光顕微鏡で観察した．
5．リアルタイムPCR
　細胞を回収後，ISOGEN（ニッポンジーン）にて全
RNAを抽出し，High Capacity RNA-to-cDNA Master 
M i x（ L i f e  T e c h n o l o g i e s ）を用いてc D N A 合成を
行った．TaqMan Gene Expression Master Mix（Life 
Technologies）を使用し，TaqMan プライマーとしてALP

（Mm01187113_g1），Osteocalcin（Mm03413826_mH），
G A P D H（ M m 0 3 3 0 2 2 4 9 _g 1 ）を用いて，A p p l i e d 
Biosystems Prism 7900HT Sequence Detection System

（Life Technologies）で検出した． 遺伝子発現はGAPDH
に対する相対値を計算した．
6．DNAマイクロアレイ
　接触型共存培養後 0 時間，24 時間および72 時間で

細胞を回収してISOGENにて全 RNAを抽出し，Amino 
Allyl MessageAMP II aRNA Amplification Kit（Life 
Technologies）にてCy3あるいはCy5で標識した．マイ
クロアレイは3D Gene Mouse Oligo Chip 24K（TORAY）
および3D Gene Rat Oligo Chip 24K（TORAY）を用いた．
ハイブリダイゼーション・シグナルのスキャンは
ScanArray Express Scanner（PerkinElmer）にて行い，
GeneSpringGX11.5（Molecular Devices）にて解析した．
各遺伝子の検出シグナルはグローバルノーマライゼー
ション法により標準化した．

結　果

1．神経系細胞と骨芽細胞の接触型共存培養にて骨芽
細胞分化が促進される
　PC12とMC3T3 -E1を接触型共存培養させたところ，
19 日目で石灰化が促進された（図 1）．一方でPC12を
Transwellメンブレンに播種し，MC3T3 -E1をプレー
トに播種し，非接触型共存培養を19日間行ったところ
MC3T3-E1の石灰化は促進されなかった（図1）．次に接
触型共存培養にて3 日間培養してRNAを採取し，骨芽
細胞分化マーカーの発現を調べたところ，ALPおよび
Osteocalcin遺伝子の発現が上昇していた（図2）．

図 1.	

図 2.	
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2．神経系細胞と骨芽細胞の接触型培養にて神経分化
が促進される
　PC12とMC3T3-E1を接触型共存培養させ，3 日間培
養したところ，神経分化マーカーであるneurofilament 
Lの発現が上昇していた（図3）．
3．神経系細胞と骨芽細胞の接触型共存培養における
遺伝子発現の網羅的解析
　 共 存 培 養 後 0 時 間 か ら 24 時 間 で 発 現 が 2 倍
以 上 上 昇 し，72 時 間 後 も 発 現 が 維 持 ま た は 上 昇

す る マ ウ ス 遺 伝 子 群 が 1058 遺 伝 子，0 時 間 か ら
24 時 間 で 発 現 が 0.5 倍 以 下 に 低 下 し，72 時 間 後
も さ ら に 発 現 が 低 下 す る マ ウ ス 遺 伝 子 群 が
390 遺 伝 子 で あ っ た（ 図 4）．一 方，0 時 間 か ら
24 時 間 で 発 現 が 2 倍 以 上 上 昇 し，72 時 間 後 も
発 現 が 維 持 ま た は 上 昇 す る ラ ッ ト 遺 伝 子 群 が
200 遺伝子，0 時間から 24 時間で発現が 0.5 倍以下
に 低 下 し，72 時 間 後 も さ ら に 発 現 が 低 下 す る
ラット遺伝子群が3 遺伝子であった（図 5）．

図 3.	

図 4.	



26 佐 藤 　毅 ，他

考　察

　今回の研究では神経系細胞と骨芽細胞の相互作用に
ついてin vitroでの実験を行った．神経細胞と骨芽細胞
を接触型共存培養で行うことで，骨芽細胞の分化が誘
導されるが，非接触型共存培養では誘導されなかった
ことから，神経細胞による骨芽細胞分化の促進には
細胞接触が重要である．最近，われわれは in vivoに
おいて神経系が骨形成を促進させることを示した 4)．
今回は in vitroにおいても神経系細胞が骨芽細胞の分
化を促進させることが明らかとなった．
　 ま た， 接 触 型 共 存 培 養 で は 神 経 系 細 胞 の 分 化
マーカー発現が上昇していることから，神経分化も
促進される可能性が示唆された．これまでに骨芽細胞
が神経細胞を促進する報告はない．
　さらに，経時的に発現の上昇する遺伝子群を調
べたところ，ラットよりもマウスで非常に多いこと
がわかった．これらの遺伝子の中で骨芽細胞分化に
関与するマウスの遺伝子および神経分化に関与する
ラットの遺伝子が存在するかどうかは今後検討する予
定である．
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緒　言

　 神 経 膠 腫 の 予 後 を 予 測 す る 分 子 マ ー カ ー と
し て 現 在 確 立 し て い る 因 子 と し て は，MGMT

（O6-me thy lguan ine -DNA methy l t rans ferase）
遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の メ チ ル 化 の 有 無，IDH1 

（Isocitrate dehydrogenase 1）遺 伝 子 の 変 異 の 有 無，
染色体 1p/19q の共欠失の有無の3つが挙げられる．
すなわち，MGMT プロモーターメチル化の存在，
或 い は 染 色 体 1p/19q 共 欠 失 の 存 在 は grade 3, 4 
神 経 膠 腫 で，IDH1 変 異 の 存 在 は grade 2 〜 4 
神経膠腫で予後良好因子と言われている 1)．しかし
ながら，これらの事実は成人神経膠腫に当てはまる
ものであり，小児や若年者神経膠腫での解析から
得られたものではない．小児神経膠腫は，その発生
や進展に関与する遺伝子異常は成人神経膠腫とは
明らかに異なり，予後予測因子として確立された分子
マーカーは現時点では存在しない2, 3)．
　最 近，20 歳 以 下 の 小 児 及 び 若 年 者 の 神 経 膠 腫
の う ち， び ま ん 性 脳 幹 神 経 膠 腫 の70 ％ 以 上，
テ ン ト 上 神 経 膠 腫 の 約 30 ％ で ヒ ス ト ンH3.3
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の コ ド ン27か，
コ ド ン34の ア ミ ノ 酸 を 変 化 さ せ る 変 異 の 存 在 が
確認された 4, 5)．ヒストンH3.3の機能に変化が生じる
と，ヌクレオソームの構造や機能が変わり，遺伝子の
正常な転写調節が困難になったり，テロメアが不安定
と な り 細 胞 の 不 死 化 に 繋 が る と 言 わ れ て い る 6)．
Khuong-Quang ら は ヒ ス ト ンH3.3 遺 伝 子 変 異 の
う ち， コ ド ン27の ア ミ ノ 酸 lysine が methionineに
置き換わった（K27M）症例では予後が不良であったと
報告している 7)が，症例数が少ないため予後因子とな
りうるかどうかは現段階では判然としない．
　そこで，今回，我々は当施設での小児及び若年者

神経膠腫 33 例を用い，ヒストンH3.3 遺伝子のコドン
27とコドン34の変異につき解析を行い，臨床データと
の関連を比較して，ヒストンH3.3 遺伝子変異が小児
及び若年者神経膠腫の予後を予測する分子マーカーに
なりうる可能性につき検討することとした．

症例，方法

　画像診断で神経膠腫が疑われ，インフォームド
コンセントが取得できた患者（20 歳未満の小児及び
若年者が患者なので，その保護者から取得）を対象
とした．当科にて手術で腫瘍組織が得られた初発の
小児〜若年のテント上下グリオーマ33 例を対象と
した．内訳は low-grade glioma （LGG）が12 例，high-
grade glioma （HGG）が21 例であった．手術時に採取
し た 腫 瘍 組 織 を，UltraClean Tissue & Cell DNA 
Isolation Kit （MO BIO Laboratories 社）を用いてDNA
を採取した．抽出し精製したDNAを，LightCycler480
システム（ロシュ・ダイアグノスティクス）を用いた
高解像能融解曲線分析法にて，まずヒストンH3.3
遺 伝 子 の コ ド ン27 及 び コ ド ン34に 変 異 が な い か
どうかのスクリーニングを行った．高解像能融解
曲線分析法の詳細は以下の条件とした．まず，目的
の ヒ ス ト ンH3.3 遺 伝 子 の コ ド ン27 及 び コ ド ン34
を 夾 ん でPCRで 増 幅 し た．PCRの プ ラ イ マ ー は
Khuong-Quangら 7)の 報 告 に 基 づ い て デ ザ イ ン
し た（ 表 1）．DNAイ ン タ ー カ レ ー ト 色 素 を 含 む 
LightCycler HRM マスターミックス（ロシュ社）を
使用し，反応液量20 μlとしてPCR反応を進めた．
　PCR サイクルの条件は以下の通りとした．

DNA変成：95℃，3分．
PCR サ イ ク ル：94 ℃，30 秒 （DNA 変 成 ） ／ 57 ℃，
30 秒 （アニーリング）／ 72℃，40 秒 （DNA 伸長）の
条件で30回のサイクル後に72℃，40秒 （最終伸長）．
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　この後に融解曲線へのステップとして95℃ 1 分，
50℃ 1 分，72℃ 5 秒の後，95℃へ向かって1℃につき
30 回連続して蛍光を取得した．ヒストンH3.3 遺伝子
に変異があると，変異の無い野生型と比べて2 本
鎖 DNAにミスマッチが生じてDNA 融解温度が上昇
した．この融解温度の違いをLightCycler480システム
が図 1のように解析してヒストンH3.3 遺伝子変異の
有無が検出された．以上の高解像能融解曲線分析法
にて遺伝子変異の存在が推定されるサンプルに対し
て，引き続き ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer（Life 
Technologies） を用いて直接シークエンス法を行い，

変異の部位と種類を同定した．

結　果

　LGG 例では本遺伝子変異はみられなかった．3 例の
HGGにおいてコドン27でのAAG(K) → ATG(M) 変異
がみられた（表2）．これらの3例は摘出術後に照射，化
学療法を行ったが，全て術後 4 ヵ月以内に播種再発し
全経過 7 ヵ月以内に死亡した．この経過は，ヒストン
H3.3 遺伝子変異のみられないHGGと比して明らかに
悪かった（表3，図1）．

表 1.

図 1.	 Anaplastic oligodendroglioma case with K27M mutation in histone H3.3. Upper panel show non-enhanced and enhanced 
axial T1-weighted magnetic resonance images in the left cerebellar hemisphere. The lower left panel shows the positive 
derivative of the melting curve allowing visualization of this case harboring K27M mutation, mutiple curves are present 
because reactions were performed at least triplicate; the lower right panels show the DNA sequence trace of this tumor 
and the histone H3.3 wild-type tumor.
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表 2.

表 3.
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考　察

　ヒストンH3.3 遺伝子変異が見られたグリオーマ
は全てHGGであり，この遺伝子異常は小児〜若年
グリオーマの進展に関与するものと思われた．また，
変異を有する腫瘍は予後不良で，本遺伝子変異が小児
〜若年グリオーマの予後因子としての意義を有する
可能性が示唆された．
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背　景

　LKB1はPeutz-Jeghers 症候群の原因遺伝子であり，
エネルギー欠乏状態で活性化されるAMPK（AMP
活性化プロテインキナーゼ）をリン酸化して活性化
する酵素としても知られている 1)．2005 年にReuben 
Shawらは成熟マウスの肝臓のLKB1をCre-LoxPシス
テムを用いて急性に減少させると空腹時血糖が上昇し
糖尿病を発症すること，および糖尿病治療薬メトフォ
ルミンがLKB1-AMPK 経路を介して血糖低下作用を
発揮していることをScience 誌に発表した 2)．筆者らは
AMPKの競合阻害型変異体を肝臓に急性に発現させる
と空腹時血糖が上昇することを発表している 3)．これ
らのことから，肝臓においてLKB1-AMPK 経路を遮断
すると糖尿病を発症することが示されたということ
が言える．しかし逆に，糖尿病においてLKB1-AMPK
経路がその病態生理に関与しているかどうかは不明で
ある．

目　的

　糖尿病モデルにおいて肝臓のLKB1がその病態に
関与しているかどうかを調査する．

方法の概要

　マウスの糖尿病モデルにおいて肝臓のLKB1がどの
ように変化しているかを検索する．そして，肝臓の
LKB1を増加させたときに糖尿病が改善するかどうか
を調査する．

方法と結果

　重症の糖尿病モデルであるdb/dbマウスの肝臓に
おけるLKB1の定量を蛋白レベル , mRNAレベルの両
方で行い，非糖尿病マウスのモデルとして汎用され
ているC57Bl/6マウスのそれと比較を行ったところ，

db/dbマウスの肝臓ではLKB1の量が著明に減少し
ていた（タンパク質量 ; C57Bl6/J: 1.0 ± 0.2 vs. db/db: 
0.1 ± 0.0, mRNA 量 ; 1.0 ± 0.1 vs. 0.4 ± 0.0；図 1）．これ
に対し，インスリン抵抗性モデルである1 日あるいは
2 週間の高脂肪食を摂餌したC57Bl/6マウスの肝臓に
おいては，LKB1の量は通常食の同種マウスと有意差
を認めなかった．糖尿病の治療によって肝 LKB1の量
が変化するかどうかを調べるため，db/dbマウスを19
日間にわたり insulin glargineの1 日 1 回投与により高
血糖を是正した後に肝LKB1を定量したところ，LKB1
の増加が認められた（図1）．
　 次 に , db/dbマ ウ ス の 肝 LKB1を 強 制 発 現 さ せ，
糖尿病にどのような影響を及ぼすのかを調べた．
db/dbマ ウ ス の 尾 静 脈 よ りLKB1も し く はLacZの
ベクターを投与して，肝臓でこれらのタンパク質を
強制発現させることで，糖代謝，インスリン伝達経路，
遺伝子発現を解析した．
　ベクター投与により，肝臓のLKB1は内因性に比し
て著明に増加した（図2）．
　ベクター投与 5 日後のマウスを5 時間絶食させた時
の空腹時血糖はLKB1を強制発現させた群が有意に低
下していた（LacZ: 521 ± 59 mg/dL 対 LKB1: 304 ± 21）
が，インスリン負荷後の血糖値には有意差を認めな
かった（図 3）．グルコース負荷試験はLKB1 群でグル
コース負荷後 30 分，60 分，90 分の血糖値が有意に低
かった（負荷後 15 分 LacZ: 427 ± 19mg/dL vs. LKB1: 
324 ± 35, 60 分 LacZ: 488 ± 23 vs. LKB1: 373 ± 45, 90 分
LacZ: 455 ± 31 vs. LKB1: 343 ± 49；図 4）．肝臓のシグ
ナル伝達を調べたところ，AMPKのリン酸化には有意
な変化は認められなかったが，インスリン刺激時のS6
キナーゼのリン酸化が亢進していた（図 5）．ベクター
投与 11 日後の体重は両群間に差はなかったが（LacZ: 
39.3±0.7 g vs. LKB1: 39.7±0.6），体重当たりに占める
肝臓の割合を調べたところ，LKB1 群の方が有意に大
きかった（LacZ: 5.3 ± 0.2％ vs. LKB1: 8.9 ± 0.6）．脂肪

平成 25 年度　学内グラント終了時報告書
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は変化を認めなかった（LacZ: 5.1 ± 0.1％ vs. LKB1: 
5.1 ± 0.1）（図 6）．また，糖新生の律速酵素である
PEPCK, G6Pase, PGC1 αのmRNA 量がLKB1 群で有意
に減少しており（それぞれ0.5倍，0.8倍，0.5倍；図7），
これと対照的に，解糖系の律速酵素であるGCK, PFK

はLKB1 群で有意に増加していた（それぞれ1.7 倍，1.2
倍；図8）．PKはLKB1群で増加傾向であった（1.3倍）．
LKB1 群の肝臓の外観が白色を呈しており，また肝臓
重量が大きかったため，FASのmRNA 量を調べたとこ
ろLKB1群で有意に増加していた（2.0倍；図9）．

図 1. 	マウス肝臓のLKB1はdb/dbマウスにおいて減少しており，インスリンによる治療により部分的に改善した．

図 2. 	ベクターの静脈注射により肝臓にLKB1が効果的に強制発現された．
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図 3. 	インスリン負荷試験では，5時間空腹後の血糖値の有意な低下を認めたが，インスリン負荷後の血糖値には有意差が
無かった．

図 4. 	糖負荷試験において，LKB1群では空腹時，負荷 15分後の血糖値は有意に低値であったが，その後はコントロール群
と有意差が認められなかった．

　次に，軽症のインスリン抵抗性モデルである，1 日
の高脂肪食を摂餌したC57Bl6マウスにおいて，肝臓
のLKB1の強制過剰発現が糖代謝にどのように影響
するかを，無麻酔非拘束条件下での高インスリン血
症正常血糖クランプ法を用いて解析した．クランプ
は60％脂質からなる高脂肪食を1 日摂餌したマウスを
3 時間絶食させ，その後に2 時間のbasal periodにて空
腹時の基礎糖産生量を測定し，次いで2.5 mU/kg/min
の生理的高インスリン血症条件下で正常血糖を保つた
めのグルコース注入量（GIR），末梢組織への糖取り込
み量（Rd），内因性糖産生量（EGP）および糖産生量の
基礎糖産生量に比較した抑制率（SupGP）を測定した．
　このモデルにおいては，空腹時血糖（FPG）は両群
で有意差を認めなかった（図 11）．予想に反して，内

因性の基礎糖産生量はLKB1 群で有意に増加しており
（図 11，basal EGP），インスリン持続注入時の糖産生
量もコントロールと比較して有意に高値であった．グ
ルコース注入量および糖取り込み量には群間に有意差
は認められなかった（図11）．

考　察

　重症の糖尿病モデルであるdb/dbマウスの肝臓に
おいてはLKB1のダウンレギュレーションがインス
リン抵抗性に関与している可能性が示唆された．
　このdb/dbマウスにおいて，減少しているマウス
の肝 LKB1を急性に補充すると，空腹時血糖，耐糖能
が改善したが，これは2005 年のShawらの報告と合致
する．db/dbマウスで減少している肝 LKB1を強制的
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図 5. 	肝臓のシグナル伝達．

図 6. 	LKB1の強制発現は肝腫大と白色肝を呈した．

図 7. 	肝臓の糖新生律速酵素と関連因子への影響．
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図 8. 	解糖系律速酵素への影響．

図 9. 	肝臓の脂肪酸合成酵素（FAS）は
LKB1群で増加していた．

図 10. 	1日高脂肪食負荷マウスにおけるインスリンクランプのプロト
コール．

図 11. 	1日高脂肪食負荷マウスにおけるインスリンクランプの結果．
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に増加させると，糖新生の律速酵素であるPEPCK, 
G6Pase, PGC1 αが抑制され，さらに解糖系を調節し
ているGCK, PFK, PKが活性化されることで，糖新生
抑制と解糖系亢進が起こり，血糖の低下作用を来すこ
とが示唆された．
　AMPKのリン酸化はLKB1の強制発現で有意な変化
を認めなかったため，減少している肝 LKB1を補充
することで現れた血糖値が低下にはLKB1 -AMPKを
介さない別の経路が関与していることが示唆された．
　肝 LKB1を補充すると白色の肝腫大を認め，肝脂肪
合成の律速酵素であるFASが増加しており，肝臓の
脂肪合成にもLKB1が関与している可能性が考えら
れた．
　肝臓のLKB1の低下が見られないインスリン抵抗性
モデルである短期高脂肪食マウスにおいては，肝臓
へのLKB1の過剰発現はインスリン抵抗性を改善しな
かった．

結　語

　重症糖尿病モデルであるdb/dbマウスにおいて肝臓
のLKB1の減少が高血糖に関与しており，これをレス
キューすることによって糖尿病を改善できる可能性が
示された．
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緒　言

　従来悪性腫瘍に対する抗がん化学療法は患者自体の
免疫防御機構を抑制するため腫瘍免疫学的観点からは
不利と考えられていた．しかし，ある種の腫瘍に対し
特定の抗悪性腫瘍薬が作用すると免疫学的に有利な効
果を誘導する現象が知られるようになった．近年その
現象の効果やメカニズムの詳細が徐々に解明されつつ
ありchemoimmunotherapyとして注目されている1, 2)．
　抗がん化学療法により誘導される免疫修飾効果は，
腫瘍細胞に対する効果と宿主の免疫機構への効果の2
種に大別できる．まず腫瘍細胞に対する作用を介して
機能するメカニズムとして，腫瘍細胞表面への腫瘍抗
原発現の促進，Co - stimulatory moleculesの細胞表
面での発現促進，免疫寛容を誘導する細胞表面分子

（Immune checkpoint molecules; B7-H1/PD-L1やB7-H4
等）の発現抑制，CD8 陽性リンパ球による腫瘍細胞溶
解効果に対する感受性の促進の報告がある．これら
の効果は，悪性腫瘍の種類（病理組織学的差異や生物
学的特異性）と使用する薬剤の種類に依存している．
また宿主の免疫機構に対する作用のメカニズムと
し て， 調 節 性 リ ン パ 球（Regulatory T cell）の 誘 導
または機能抑制を介して腫瘍細胞の寛容機構を調節
する経路，helper Tリンパ球による免疫反応の惹起，
Myeloid - derived suppressor cells（MDSC）の誘導また
は抑制作用とこれを介したCD8 ＋ T cellのexpansion
の促進，樹状細胞（Dendritic cell: DC）の機能の促進
が報告されている（図 1）．これらの効果は抗悪性腫
瘍薬の量および投与のタイミングが重要で，特にワ
クチン療法との併用では重要な要因となると考えら
れている．これらの報告のほとんどが前立腺がん，
乳がん，大腸がん，非小細胞性肺がんや悪性黒色腫な
どでの試みが多く進行神経芽腫に関した報告は非常
に少ない1)．
　小児固形腫瘍は集学的治療の発達により短期生存

率は明らかに改善したものの，寛解後の再発や治療
の部分的効果しか得られず最終的には死亡に至る例
もいまだ後を絶たない．さらに，完治できる場合でも
治療後の長い人生をおくる小児の場合，治療後遺症や
新たな発癌の問題等克服すべき多くの問題が残存し
ており，より効果的で，より負担の軽度な質の高い治
療法の開発が望まれる 3)．自己の免疫機構の有効利用
が重篤な副作用を軽減し，より高い効果を得ること
に繋がる．従来の集学的治療を基礎に免疫学的知見を
取り入れた新しい治療法の開発が期待される．
　我々はこれまでにchemoimmunotherapyのconcept
に着目し，各種抗がん剤特にdoxorubicinがマウス
神 経 芽 腫 細 胞 にApoptosisを 誘 導 す る こ と を 確 認
した 4)．さらに，この死細胞を抗原提示細胞が貪食
するとCD8α＋ リンパ球の分裂増殖反応がより誘
導 さ れ る か を 評 価 5, 6)し た．さ ら にdoxorubicinの
chemoimmunotherapyによる効果を応用し，自己の
免疫細胞を用いたcell therapyと融合させることで低
侵襲かつ効果の高い新しい治療法の開発を試みた．
Immunogenic cell deathを誘導した神経芽腫細胞が樹
状細胞を中心とした貪食細胞に貪食され免疫反応を誘
導するメカニズムを解析し，神経芽腫細胞治療効果の
高い貪食細胞の作製と，この細胞を用いた新しい治療
プロトコールの開発を目指した．

材料と方法

・マウス神経芽腫細胞株
　 マ ウ ス 由 来 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 株 n e u r o - 2 a

（ATCCTM/ 住商ファーマインターナショナル）を，
10％FBS（ATCCTM），1％Penicillin-Streptomycin 

（GIBCOTM）を添加したMinimum Essential Medium 
Eagle（ATCCTM）中 で37.0 ℃・5 ％ CO2 下 で 培 養
した．培養 dishに接着したneuro -2a 細胞はTrypsin

（0.25 ％）-EDTA（1 mmol）（ 和 光 純 薬 ）を 添 加 し て
遊離し細胞懸濁液とした．

平成 25 年度　学内グラント終了時報告書
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・実験動物
　8 ～ 12 週齢雌 A/J mouse（日本 SLC）を埼玉医科
大学総合医療センター研究部動物実験施設において固
形飼料および水を自由に摂取できる状況下で飼育管理
を行い実験に使用した．

・薬剤および各種抗腫瘍薬による細胞死誘導
　Doxor ubicin hydrochloride（Sigma-Aldrich），
Cisplat in:  CDDP（ シ ス プ ラ チ ン 注 ）[マ ル コ]R

（ヤクルト）を用いて先に我々が報告した方法 4)を
用いて細胞死を誘導した．

・骨髄由来樹状細胞（Bone marrow-derived dendritic 
cell）の誘導
　マウス骨髄由来樹状細胞（Bone marrow - derived 
dendritic cell）は先に報告した方法を用いて骨髄細胞
から培養系で誘導した（癌と化学療法）．マウス両側大
腿骨・腓骨を採取，RPMI1640（Invitrogen, Carlsbad, 
CA）で骨髄を洗浄した後赤血球溶血して骨髄細胞浮
遊液を作成した．細胞浮遊液を20 ng/ml recombinant 
GM-CSF（R and D Systems, Inc. Minneapolis, MN）を
添加したRPMI 1640で37℃，5％ CO2 下で培養した．
培養開始後 7 日目にTrypsin（0.25％）-EDTA(1 mmol)
を用いて接着性細胞を回収した．マウス細胞表面

抗原 CD11c 及びMHC class IIの発現をFACSVerse flow 
cytometer（BD, Franklin Lakes, NJ）で確認した．

・リンパ球混合培養におけるCD 8α＋リンパ球増殖反
応の誘導効果の確認
　リンパ球混合培養におけるResponderとしてマウス
脾臓及び腸間膜リンパ節からCD8α陽性リンパ球を分
離した 6)．マウス脾臓・腸間膜リンパ節を用いMACS 
running buffer（Miltenyi Biotec GmbH）で細胞浮遊液
とした．得られた細胞はanti -mouse CD8α＋ magnetic 
beads（Miltenyi Biotec）を加え4℃で15分間 incubateし，
Auto MACS Pro separator （Miltenyi Biotec）を 用いて
CD8α＋細胞を単離し混合培養に使用した．
　細胞死が誘導された腫瘍細胞がDM-DCに貪食さ
れ抗原提示される際に引き起こされる抗腫瘍免疫反
応を，リンパ球の増殖反応及びIFN-γ産生を指標
に評価した．単離したCD8α＋リンパ球を10 mMの
CFSE（Enzo Life Science）で染色した後，RPMI 1620 
medium（和光純薬）に懸濁した．hamster anti -mouse 
CD3/CD28 antibody（BD Pharmingen）でcoatingした
Flat bottom 24 well Plate にリンパ球，BM-DC，細胞死
を誘導したneuro -2a 細胞を加え混合培養した．37℃，
5 ％ CO2 下で培養し，リンパ球の分裂増殖による

図 1.	 悪性腫瘍に対する免疫学的効果に着目した化学療法–Chemoimmunotherapyのconcep t–．



39骨髄由来樹状細胞の腫瘍細胞死貪食を利用した小児神経芽腫の新しい細胞治療の開発

CFSE 輝度の減弱をFACSで確認した．さらに混合培養
中のIFN-γ濃度をmouse IFN-γ kit（BD Biosciences）
を用いてELISA法で測定した．
・抗腫瘍効果を増幅させた骨髄由来樹状細胞（Bone 
marrow-derived dendritic cell）の誘導と抗原提示能
の評価
　上記方法にてマウス骨髄より誘導したBM-DC 培養
系にdoxorubicinで細胞死を誘導したneuro -2a 細胞を
添加した．AdjuvandとしてToll - like receptor（TLR）- 4 
agonistであるlipopolysaccharide（LPS）（100 ng/ml; 
Sigma -Aldrich）を添加した．得られた細胞における
CD11c ＋ MHC class II ＋ double positive cellの誘導効率
をFACSで評価した．さらにこの細胞を抗原提示細胞
としてCD8α＋リンパ球，UV 照射したneuro -2a 細胞
とともにリンパ球混合培養を施行し，リンパ球増殖反
応を確認しIFN-γ産生を評価した（図3）．

結　果

　細胞死を誘導したneuro -2aとともにBM-DC 及び
CD8α＋リンパ球を混合培養すると，リンパ球増殖
反応が誘導された．細胞死を誘導する薬剤として
doxorubicinを用いると，CDDPを用いた場合に比べ

混合培養にてよりIFN-γ産生が強く誘導された．従来
から他の癌腫で報告されていた結果と同様マウス神経
芽腫細胞においてもdoxorubicinは immunogenic cell 
deathを誘導することが判明した（図3）5)．
　細 胞 培 養 系 で d o x o r u b i c i n を 作 用 さ せ て
immunogenic cell deathを誘導したneuro -2a 細胞とと
もに，マウス骨髄細胞から誘導したBM-DCを適切な
adjuvandとしてTLR agonistを添加することでBM-DC
細胞表面にMHC class II moleculeを発現し，CD11c ＋ 
MHC class II＋ double positive cellを誘導できることが
判明した（図4）．
　さらにこのCD11c ＋ MHC class II ＋ double positive 
cellを多数含むBM-DCをantigen presenting cellとし，
UV 照射で増殖能を抑えたneuro-2a 細胞をstimulator，
CD8α＋リンパ球をresponder として混合培養すると，
こ のCD11c ＋ MHC class II＋ double positive cellを 多
数 含 むBM-DCをantigen presenting cellと し て 培 養
した際に最も強くIFN-γ産生を誘導することがで
きた（図 5）．Doxorubicinを培養系で貪食させ，より
腫瘍細胞に対するリンパ球増殖を誘導するDCへの
分化を“educate”した．本稿ではこの細胞を“Educated 
BM-DC”とした．

図 2.	 Immunogenic cell death 誘導効果：DoxorubicinとCDDPの比較 （Inoue, et al. Exp Ther Med. 2014 より．一部改編し引用）．
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図 3.	 Educated DC作成と効果判定（Schema）．

図 4.	 Educated DCにおけるMHC class II分子の細胞表面発現．
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考　察

　小児神経芽腫において腫瘍抗原を用いて自己のDC
による抗原提示を誘導するいわゆる腫瘍ワクチン療
法が臨床試験や動物を用いた実験の報告があるが 7 -9)

広く臨床に普及するまでの効果は得られていない．
一方，進行神経芽腫の遠隔転移や，寛解導入後原発巣
における局所コントロールがなされているにも関わら
ず遠隔再発に苦しむ患児における腫瘍進展メカニズ
ムにcirculation tumor cellの存在に注目が向けられて
おり，その生物学的特性が原発巣と再発腫瘍で異なる
可能性が指摘されている 10, 11)．腫瘍の免疫学的特性
も治療経過や投与薬剤に影響を受ける可能性がある．
従来の2 年生存率を改善させた外科手術，抗癌化学
療法，放射線療法を組み合わせた集学的治療をさらに
改善し，QOL 改善も含めた患児の長期治療成績向上
には化学療法における神経芽腫の腫瘍免疫学的知見の
解明とその知見に立脚した新しい治療法の開発が不可
欠である．Chemoimmunotherapyの観点から神経芽腫
治療を検討することは遠隔転移や再発などの進行神経
芽腫の予後に大きな影響を与える病態に対する新しい
治療の開発に寄与する可能性がある．
　我々は他癌種で報告されていた通り，doxorubicin
は神 経 芽 腫 細 胞に immunogenic  cel l  deathを誘
導することを報告し（図 2）5) 神経芽腫においても

chemoimmunotherapyに立脚した新しい治療法の開
発が可能であることを確認した．さらに immunogenic 
cell deathを誘導した神経芽腫細胞を貪食し抗原提示
する際に，CD11b ＋脾細胞（macrophageを主体とする
と想定）と比較し骨髄細胞をGM-CSFを添加して培
養することで得られたCD11c ＋細胞（BM-DC 主体と
する）がよりCD8α＋リンパ球増殖とIFN-γ産生を
誘導することを確認した．BM-DCを死細胞と混合培
養し適切なToll Like Receptor刺激を添加することでこ
のBM-DCがより免疫反応を誘導する細胞へと分化で
きるかを評価した（図3）．DCには抗原細胞を貪食する
と抗原提示を介して免疫応答を誘導するものと，免疫
寛容を誘導するものがあり，特に未熟なDCほど免疫
寛容を誘導しやすく，分化が進むほど拒絶を誘導する
ことが知られている．図 5に示したようにdoxorubicin
処理したneuro -2a 細胞とLPSを用いて“educate”した
BM-DCはその後の混合培養でCD8α＋リンパ球による
IFN-γ産生を促進する効果を示した．このeducated 
BM-DCをFACS 解析するとよりMHC class II 分子が
細胞表面に発現しており（図 4）より分化した状態に
あると考えられた．この点も今後腫瘍免疫を誘導する
メカニズムの解析の一環として分析を進める方針で
ある．さらに，これらの結果をもとに，より免疫反応
を誘導しやすいBM-DCをex -vivoで作成し，最終的に
この細胞を用いたcell therapyの開発と，化学療法と

図 5.	 Educated DCによる腫瘍免疫反応誘導効果（in vitroでの検討）．
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cell therapyを組み合わせた新しい治療プロトコール
の確立を目指して今後も研究を展開していきたいと考
えている．
　最後に本実験を遂行するにあたり平成 25 年度埼玉
医科大学学内グラントが多大な援助となったことを
ここにご報告し，採択頂いたことを感謝申し上げます．
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学内グラント  報告書

＊国際医療センター　乳腺腫瘍科

緒　言

　固形腫瘍内での低酸素状態は，特異な微小環境
を反映し，異常な脈管構造の出現によって，主に
血流低下によって生じる酸素供給と酸素消費との
間の不均衡で生じるとされる．また，低酸素環境
で は 低 酸 素 誘 導 因 子（hypoxia-inducible factor-1; 
HIF-1）が発現し，HIF-1によって誘導された腫瘍新生
血管は，腫瘍侵襲性や遠隔転移を促し，腫瘍成長
のための安定した血流を供給するとされる 1)．結果
的に低酸素状態は悪性腫瘍の進行を助長している．
また，固形腫瘍内での低酸素状態は，化学放射線療
法において治療抵抗性を来す主な要因と考えられ
ている．このため，癌治療において，固形腫瘍の低酸
素領域を視覚化することは，癌治療効果や予後を改
善する上で重要と考えられる．陽電子放出断層撮影
Positron Emission Tomography（PET）は， 生 体 内 代
謝系を画像化できるが，18F-フルオロミソニダゾー
ル（18F-fluoromisonidazole; FMISO）は，PET 用低酸
素イメージング薬剤である．血液放射能比では，1.2
程度を越えると低酸素状態になっていると報告され
ている2 -4)．
　我々は，従来から報告 5 -7)の多い，脳腫瘍や頭頸部
腫瘍でFMISOによる低酸素 PET/CT 検査の有用性
を検討してきたが 8, 9)．従来報告の少なかった乳癌
のFMISO-PETの有用性について検討した．さらに，
術前化学療法にて（18F-fluorodeoxyglucose;FDG）-PET
は 治 療 効 果 の 判 定 に 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ て
きたが 10)，FDGとFMISO の両者を検討することに
より，どのように低酸素状態が変化するかについて
検討した．

材料と方法

FMISO 合成
　FMISOの合成は，GrirsonらおよびTangらにより
提示された方法により放射性薬剤管理基準に従った
院内ガイドラインに則り製造されている 11, 12)．概要
は， 院 内 サ イ ク ロ ト ン で 合 成 さ れ た フ ッ 化 水 素

（18F）水溶液に，炭酸水素カリウムとKryptofix-222
を 加 え， 充 分 に 乾 燥 さ せ た 後，1-（2’-ニ ト ロ -1’-
イ ミ ダ ゾ リ シ ル ）-2-o-テ ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ ニ ル -3-o-
オシル -プロパンジオール（NIPPT）と反応させた．
反応物を1 mol/mL 塩酸で加水分解し，これから液体
クロマトグラフィにて[18F]フルオロミソニダゾール
を分離精製した．
対象
　対象は，乳癌患者のうち，術前または臨床病期 2 期
以上の治療前化学療法前後の患者で同意の得られた
患者である．75 検査を実施し，17 患者では化学療法
開始後2サイクル後にも検査を施行した．
PET/CT 検査
　治療前診断時および術前科学療法施行 2サイクル目
でFDGおよびFMISOによるPET/CT 検査を施行した．
FDG-PET/CT 検査は，FDGを体重あたり3.7 MBq/kg
投与後，1 時間後から体幹部を1ベットあたり2 分で撮
像した．FMISO-PET/CT検査では，FMISOを体重あた
り7 MBq/kg 投与後，2 時間後から胸部を1ベットあた
り15 分かけて撮像した．その後 1ベットあたり5 分で
頭部から上腹部まで撮像した．
FMISO 静脈採血
　初期初期の治療前 12 例患者では，静脈血を採取し，
血液放射能濃度と病変集積との関係を確認した．従来
は，血液放射能と病変放射能との濃度比を定量値とし
て評価する論文が多いため，SUV 定量性の確認のた
めである．
定量測定
　乳房原発病変に球形立体関心領域を設定し，FDG

平成 25 年度　学内グラント終了時報告書

腫瘍の代謝多様性を利用した核医学診断法

および治療階層化手法への応用

研究代表者　久慈　一英 （国際医療センター　放射線科（核医学科））

研究分担者　佐伯　俊昭＊，上田　重人＊
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お よ びFMISOのSUVmax 値 を 得 た．治 療 後 に 集 積
が わ か り に く い 時 は，CT 上 で 腫 瘍 該 当 部 に 球 形
立体関心領域を設定して測定した．集積が乏しい
場合は，乳腺のバックグラウンド集積に相当すると
考えられる．

結　果

　採 血 カ ウ ン ト を 行 っ た12 例 で は， 乳 癌 病 変 に
よ っ て，FMISO 集 積 度 は 血 液 対 腫 瘍 カ ウ ン ト 比
では 1.22 ± 0.54 で，SUVmax では 1.82 ± 0.82 とな
り，腫瘍により差が認められた．FMISOの血液対
腫瘍カウントとSUVmaxとの間には良好な相関が認
められた（ρ＝ 0.965, P ＜ 0.001）（図 1）．定量には，
SUVmaxが利用できると考えられた．血液放射能比に
相当する値は，SUVmaxで1.8 程度となった．組織型
との関係では，Luminal 型とNon-luminal 型に大きく
分類した場合にFDG-SUVmaxおよびFMISO-SUVmax
ともにNon-luminal 型にてLuminal 型よりも高い傾向
があった（図2）．
　治 療 前 後 に 検 査 を 施 行 で き た17 例 で は，FDG

集 積 度 が， 治 療 前 は11.4 ± 7.1（4.5 -28.0）治 療 後 は
6.9±7.0（1.6 -26.2）であった（p＝0.0002）．一方FMISO
集積度は，2.2±0.6 and 1.8±0.7であった（p＝0.0015）．
反応群（Respoder）12 例と非反応群（Non-responder）
5 例となった．さらに，それぞれの集積度は，治療前
ではFDG-SUVmax（p ＝ 0.38）およびFMISO-SUVmax

（p ＝ 0.52）と 差 が 無 か っ た が， 治 療 後 は，FDG-
SUVmax（p ＝ 0.012）とFMISO-SUVmax（p ＝ 0.0009）
で有意に差が認められた．特に，反応群では2サイク
ル後にFMISO-SUVmaxが2.0 未満になることで判別で
きることが示された（図3, 4）．治療前および2サイクル
後のFDGおよびFMISO 集積度の関係は大きく変わら
ず，FMISO集積度がFMISO-SUVmax＝1.8を越えると
FDG集積度増加度が高くなる関係が示された（図5）．

図 1.

図 2.

図 3.

図 4.
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考　察

　乳癌病変において，FDGおよびFMISO 集積性の
多様性が確認できた．低酸素が強い腫瘍にてFDG
集積が高くなることが確認された．治療後では，治療
効果の高い群でFMISO 集積が低下することが確認
された．FMISO 集積とFDG 集積の関係は，直線関係
で は 無 く，FDG 集 積 度 は，FMISO 集 積 が 高 い 程，
急速に増加する傾向を認めた．これは，低酸素状態に
なってから糖代謝が急に亢進することを示している
と推察した．つまり，乳癌が低酸素状態になると，
低酸素のない状態でのFDG 集積からさらに増加する
ことを示している．これは，低酸素状態で生じる
HIF-1αが，FDGを癌細胞内に代謝的に蓄積させる
グ ル コ ー ス - 6リ ン 酸 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ を 活 性 化 さ
せるためと考えられる 13)．逆に，治療反応群では治療
開始 2サイクル後にFMISO-SUVmaxが2.0 未満になる
ことが示された．我々の血液放射能濃度とFMISO-
SUVの関係から低酸素状態は，SUVが1.8程度を越える
と低酸素状態が生じていることになるので，FMISO-
SUVmax ＝ 2.0はほぼ低酸素状態になる境界値と考え
て良いと思われる．肺癌や進行頭頸部癌で同様の報告
がなされている．このため，治療効果があれば，癌細
胞の糖代謝亢進が残存していても，癌組織では相対
的に低酸素状態が急速に改善することが推測できる．
つまり，低酸素イメージングは，治療効果を糖代謝よ
りも早期に反映していることが推察された．
　今 後 は， 乳 腺 腫 瘍 科 で 研 究 さ れ て い る 光
イメージングによるヘモグロビン酸素化状態との相関
を検討して，腫瘍内低酸素状態と治療効果や治療反応

予測におけるFMISO-PET 検査の位置付けを検討する
予定である．
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＊総合医療センター　病理部

緒　言

　エストロゲンは，乳癌のみならず卵巣癌，直腸癌，
食道癌，甲状腺癌，腎細胞癌，骨肉腫などにおいて
癌化や増殖に関与することが知られている．今後，
エストロゲンの関与が明らかとなれば，ホルモン療法
が治療のひとつに加えられうる悪性腫瘍が未だ残され
ていると考える．
　肺癌については，非喫煙女性に，肺腺癌が多いこ
とから，肺非小細胞癌におけるエストロゲンの関与
について複数の研究が行われてきた．ある種の肺非小
細胞癌ではestradiolとEGFの相互作用によるMAPK
依存性の細胞増殖メカニズムが明らかにされている．
また，肺非小細胞癌におけるアロマターゼの発現は，
免疫組織化学染色や laser-capture microdissectionを
用いたRT-PCR 法により示され，肺腺癌の88％に達
することが報告されている．よって，このような細胞
増殖系では，エストロゲン産生酵素であるアロマター
ゼの阻害剤が，組織局所のエストロゲン濃度上昇を
抑制し，細胞増殖を抑えることが期待される．
　肺の扁平上皮癌は，気管支の中枢側にできること
が多く，手術が難しい症例も多い．適正なadjuvant 
therapyが待たれるにも関わらず，腺癌に対する分子
標的療法が普及してきたのに対し，扁平上皮癌は
ベバシズマブによる肺胞出血の副作用が知られるよう
に，治療困難な“ 非腺癌 ”であり，新しい治療法が望ま
れる．
　女性においてはホルモン補充療法の有無や，初潮の
時期，閉経の時期の違いが，肺癌の発症率に関係する
ことが報告されており，概して体内エストロゲンレベ
ルが高い時期の長いことが肺癌の発症に何らかの関係
を持つと考えられている．一方で，閉経後女性にお
ける喫煙が，血中性ホルモンの上昇と相関するという
疫学的報告があり，喫煙がリスクファクターとなる扁
平上皮癌の発症や進行にもエストロゲンの影響が介在

する可能性は十分に考えられる．
　本研究は，アロマターゼ阻害剤が肺扁平上皮癌に対
する治療のひとつとなる可能性を模索するものである
が，周知のごとくアロマターゼ阻害剤は乳癌の治療に
用いられており，乳癌と肺扁平上皮癌におけるエス
トロゲンの働きの相違を認識する必要がある．エスト
ロゲン受容体には2つのサブセットがあるが，乳癌と
肺非小細胞癌ではエストロゲン受容体のサブセット，
アロマターゼの発現部位に違いがあることがわかっ
ている．乳癌では，エストロゲン受容体α（ERα）が
癌細胞に発現し，アロマターゼが癌細胞および間質に
高率に発現するのに対して，肺非小細胞癌では，エス
トロゲン受容体β（ERβ）とアロマターゼが，肺癌細
胞において，高率に共発現することを我々は以前に報
告した．肺癌においては，局所で癌に必要なエストロ
ゲンの供給がなされる可能性があり，アロマターゼ阻
害剤による抗エストロゲン作用の有効性が期待される
と同時に，乳癌とは異なるエストロゲン受容体サブ
セットを優位に持つことから，抗エストロゲン作用の
違いや治療対象の選択の違いが生じる可能性がある．
　これまでの我々の研究では，アロマターゼとERβ
の癌細胞における同時発現は，非小細胞癌の中の組織
亜型（腺癌，扁平上皮癌，大細胞癌）間に差異が見ら
れず，男女間にも差異が見られなかった．アロマター
ゼとエストロゲン受容体の発現が見られる限り，男性
に多い肺扁平上皮癌においても，同様にアロマターゼ
阻害剤が治療の選択に挙がる可能性があると考える．

（当研究は埼玉医科大学総合医療センター倫理委員会
の承認を得ている（申請番号472））

材料と方法

1 . 症例に対する免疫組織化学染色
研究対象：埼玉医科大学総合医療センターで，2005年
から2012 年の間に外科的に切除された肺扁平上皮癌
76 症例．男性 64 症例，女性 12 症例．平均年齢 68.6 ±
7.5 歳（44 -84 歳）．高分化型 15 症例，中分化型 53 症例，

平成 25 年度　学内グラント終了時報告書

肺扁平上皮癌に対するアロマターゼ阻害剤選択の可能性

研究代表者　阿部　佳子 （総合医療センター　病理部）

研究分担者　田丸　淳一＊
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低分化型8症例．最大腫瘍径37.7±21.0 mm．
方法：免疫組織化学染色に用いた抗体および方法は
表 1に示す．免疫染色の評価方法は，ホルモン受容体，
Ki-67，p53の発現率については，癌細胞 500 個あたり
の陽性率を算定し，aromataseについては，10％以上
陽性のものについて，陽性，弱陽性にわけて評価した．

2 . 培養細胞実験
研究対象：肺扁平上皮癌の培養細胞 3 種（RERF-LC, 
EBC-1, CK2）（理化学研究所より購入）．
方法：3 種の培養細胞から蛋白を抽出し，上記免疫
染色に用いたものと同様の抗体を用いて，Western 
blotting 法により各ホルモン受容体およびアロマター
ゼ蛋白の有無を検討した．比較対照としてMCF-7

（乳癌，ERαを持つ），LN-Cap-FGC（前立腺癌，AR
およびERβを持つ），HSC-1（皮膚扁平上皮癌，ERα
およびERβを持つ）の3 種類の培養細胞から得た蛋白
を必要に応じて同時に流した．

結　果

1 . 症例に対する免疫組織化学染色（図 1）
・ERα陽性症例は4 例（陽性率 10.91 -16.89％），PgR
陽性症例は3 例（陽性率 14.94 -37.60％），AR 陽性症例
は6 例（いずれもごく一部に陽性となるのみ）であった
のに対し，ERβは1 症例を除く75 症例に陽性となり，
平均51.37±37.11％の陽性率を示した．
・aromataseに対する染色では，陽性 30 症例，弱陽性
37症例，陰性9症例であった．

図 1.	免疫組織化学染色の結果．

表 1.	免疫組織化学染色
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・ERβの陽性率と増殖能を呈するKi-67 LIとの間に
相関関係は見られない（R squared 0.1447）．
・ERβの陽性率とp53 陽性率との間に相関関係は見ら
れない（R squared 0.0076）．
・aromataseの染色性に応じてERβの陽性率を比較
す る と， 陰 性 例 34.72 ± 7.93 ％， 弱 陽 性 例 49.98 ±
28.46％，陽性例 58.07 ± 24.59％であった．aromatase
の発現が強い程 ERβの陽性率は上昇する傾向が見ら
れるが，統計学的有意差は認められない．
・癌の分化度別にERβの陽性率を比較したところ，
高分化型 49.78 ± 31.82％，中分化型 49.38 ± 25.84％，
低分化型 57.74 ± 28.21％であった．低分化型扁平上皮
は高分化，中分化と比較して陽性率が高い傾向が見ら

れるが，統計学的有意差は認められない．
・男性症例，女性症例にわけてKi-67 LIとERβの発現
率の相関関係を見ると，男性でR squared 0.0940に
対して女性ではR squered 0.3151で，統計学的に有意
とはいえないが女性ではERβの陽性率が高いものが
Ki-67 LIが高い傾向にある．

2 . 培養細胞実験（図 2 (a)-(d)）
・Western blottingの結果では，RERF-LC-AIはERα +

（ 弱 い ）/ERβ +/PgR+/aromatase+，LK-2はERα -/
ERβ +/PgR-/aromatase+，EBC-1はERα-/ERβ-/PgR-/
aromatase+の3つの異なる発現パターンを呈した．
なお，ARの発現はいずれにも認められない．

図 2.	 Westernblottingの結果．

(a)ERα (b)ERβ

(c)PgR (d)aromatase
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考　察

　肺扁平上皮癌では，ERβとaromataseの発現が高率
に見られることが確認された．ERα , PgR, ARについ
ては，陽性症例数が少なく，陽性所見も部分像である
ことが多い．よって，局所で産生されるエストロゲン
はERβを介して何らかの作用をするものと考える．
現時点では，Ki-67 LIおよびp53発現率と関連性は見い
だせていないが，低分化な扁平上皮癌でERβの発現
が高い傾向にあることや，女性の肺扁平上皮癌に限る
とKi67 LIとERβの発現に正の相関傾向がうかがわ
れる．これらのカテゴリーに属する症例が現時点では
少ないため，症例を加えて有意差がでるか確認する
とともに，予後データを加えた解析を続ける予定で
ある．
　また，ERβの働きについて，何らかの仮説が得ら
れた場合，ホルモン受容体発現の異なる培養細胞を
用いて実験を行う準備段階にある．

研究成果リスト（論文，学会発表，特許出願等）
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　本研究は，研究期間として4 年間を予定しており，
本報告書では，ランダム化比較試験開始に至る経緯に
ついて報告する．

緒　言

　早産児の子宮外環境移行期における循環不全は，
脳室内出血などの中枢神経系合併症発症や，新生児
期，乳児期死亡と関連することが知られている．それ
ゆえ新生児集中治療室においては厳重な循環管理が
行われているが，過去の報告では1500 g 未満の極低
出生体重児では39％が循環サポートの対象となった
とされている．
　これまでの新生児領域における主要な循環管理目標
は昇圧及び血圧の安定化，維持であった．しかし，
低血圧が予後不良のリスク因子であることが示される
一方，それらに対する昇圧治療については，数々の
ランダム化比較試験が試みられたにもかかわらず，
その有効性を肯定する報告がほとんど存在しないこと
が近年認識されるようになった．現在，血圧にかわる，
あるいは血圧に加えた新たな循環指標が必須である
ことはすでに国際的コンセンサスとなっている．
　循 環 不 全 は，2006 年 の 国 際 コ ン セ ン サ ス 会 議
において，全身的な血流分布不全と定義された 1）．
従って，末梢臓器を含めた臓器血流を維持し，その
分布を正常化する事が究極的な治療目標となる．
さらに，循環不全の診断には，低血圧の存在は必須
ではなく，末梢循環不全の存在が不可欠であること
が指摘され，その臨床的評価の重要性が強調された．
末梢臓器循環は循環不全発症早期から変動する．特に
早産児においては，循環不全の病期の進行，すなわち
代償期，非代償期から，治療への反応が乏しい不可逆
期へ至るまでの経過が早いとされ，循環動態の異常を
早期に発見し治療介入を行う点で，末梢循環評価が
重要な意味を持つ．
　従来の末梢循環指標である尿量，皮膚色，毛細

血管最充填期間などは非連続的，主観的，半定量的
パラメータであり，それらの臨床的有用性を検討した
報告では，循環管理における意義はおおむね限定的で
あると結論されてきた．1990 年代にこれらの従来の
パラメータにかわる，連続的，定量的評価手法の一つ
であるレーザードップラー法による非侵襲的血流量
測定法が開発されたが，近年装置の安定性が向上し，
臨床応用に耐えうる手法へと発展した．我々は，この
装置を用いて，早産児を対象に，循環管理における
有用性を検討してきた．
　先行研究では，極低出生体重児を対象とし，脳室
内出血発症群と非発症群における生後 48 時間まで
の皮膚血流量を比較した．結果として，出血群に
おける皮膚血流量は生後 18, 24 時間で非出血群と
比較して有意に低く，その後生後 48 時間までに急速
に回復した．脳室内出血はその血流回復期に発症
しており，虚血再灌流障害による脳室内出血発症
メカニズム仮説に矛盾しない結果であった．さらに
多重ロジスティック回帰分析では生後 24 時間の皮膚
血流量が唯一の脳室内出血予測因子であること，ROC
解析では脳室内出血に対して高い感度（88％），特異度

（93％），陰性的中率（99％）があること，を明らかに
した2）．
　今回我々は，上記結果をもとにして，脳室内出血前
の皮膚低灌流を改善させる循環管理を行うことによ
り，従来の循環管理を行った場合よりも脳室内出血の
頻度を減少させうる，と仮説をたて，その検証のため
のランダム化比較試験を企画した．

材料と方法

　本研究を開始するに当たり，以下の準備を行った．

1．研究計画書の作成
2．埼玉医科大学総合医療センター研究倫理員会への

申請

平成 25 年度　学内グラント終了時報告書

未熟児新生児領域における非侵襲的臓器血流指標を用いた
新たな循環管理法の開発

研究代表者　石黒　秋生 （総合医療センター　新生児科）



52 石 黒 　秋 生

3．大学病院医療情報ネットワーク研究センター
（UMINセンター）への試験登録

4．データの症例登録システム構築
5．必要機器の設置
6．研究協力者に対する研究内容周知

1 . 研究計画書の作成
　本研究は，脳室内出血の発症をアウトカムとし，従
来の血圧を指標とした循環管理法に対する血流量を指
標とした循環管理の優位性を示すことを目標とした研
究であり，上記 2 群におけるランダム化比較試験が必
要である．
　ランダム化比較試験を計画するに当たり，統計学
専門家による統計学的助言が必須である．我々は医学
統計学研究センターに依頼し，助言をえて研究計画書
の作成を行った．
2 . 埼玉医科大学総合医療センター研究倫理員会への
申請
　上記研究計画書に加えて，同意書，同意撤回書を作
成し，倫理委員会への申請を行った．
3 . 大 学 病 院 医 療 情 報 ネ ッ ト ワ ー ク 研 究 セ ン タ ー

（UMINセンター）への試験登録
　近年，特に介入を伴う臨床試験を開始する際には，
その試験が，ある条件を満たした登録機関にあらか
じめ登録されていることを必要条件とされるように
なってきている．本邦においてはUMINセンターがそ
の条件を満たした機関であり，我々は同機関で臨床
試験登録を行った．
4 .データの症例登録システム構築
　今回対象の症例登録・無作為化は中央登録方式を
採用した．症例登録システムの構築はUMINセンター
のインターネット医学研究データセンター（INDICE）
に依頼した．
5 . 必要機器の設置
　機器の不足による研究遂行困難を回避するため，複
数の機器を設置した．
6 . 研究協力者に対する研究内容の周知
　研究に関する資料を作成し，研究協力者を対象
に 複 数 回 の カ ン フ ァ レ ン ス を 行 い， 研 究 内 容 を
周知した． 

結　果

　埼玉医大総合医療センター倫理員会に申請し，
2013年8月2日に承認を得た．
　UMINセンターで臨床試験登録を行った（試験 ID：
UMIN000013296）．
　UMINセンター INDICEにて4/28より臨床試験登録
システムの運用を開始した．
　以下に研究計画の概要を示す．なお，詳細な研究
計画書はUMINセンター臨床試験登録システム内の

ホームページで公開予定としている．
臨床試験の名称：極低出生体重児の脳室内出血に
対する血圧指標型循環管理と血流量指標型循環管理の
有効性と安全性に関する非盲検ランダム化並行群間
比較試験．

1 .	試験の目的
　出生時から循環不全を発症した極低出生体重児に
対して，血流量を指標とした循環管理が，従来の血圧
を指標とした管理と比較して，脳室内出血を始めと
する中枢神経系合併症，脳性麻痺，精神運動発達遅滞
などの発症を減少させうるかを検討する．
2 .	対象患者
　以下の選択基準のすべてを満たし，除外基準のいず
れにも該当しない新生児．
1)	 選択基準
	 以下の全ての基準を満たす患者を対象とする．
	 ①�当院（埼玉医大総合医療センター）で出生された

新生児
	 ②�NICUに 入 院 さ れ た 出 生 体 重 1500 g 未 満 の

早産児
	 ③�両親より別紙同意書に同意のサインが得られた

者
2)	 除外基準
	 ①�染色体異常，奇形症候群，先天性心疾患を有する

者
	 ②重症新生児仮死
	 ③在胎23週未満
3 .	試験の方法
1)	 試験の種類
	 非盲検ランダム化並行群間比較試験
2)	 比較する治療法
	 血圧指標群：�平均血圧を指標に循環作動薬を投与

する
	 血流指標群：�皮膚血流量を指標に循環作動薬を

投与する
　それぞれの治療群では，それぞれの目標値
	 A.�血圧指標群は平均血圧値を在胎週数相当以上に

維持する
	 B.血流指標群はcut-off値以上に維持する
を設定し，その目標を達成するように治療介入し，
その成績を比較する．
3)	 治療法のランダム割り付け
　被 験 者 の 各 治 療 群 へ の 割 付 は， 最 小 化 法

（minimization method）を利用し，UMINセンター（大
学病院医療情報ネットワーク研究センター）が作成
したコンピュータプログラムをネットワーク上で遠隔
使用して，入院処置担当者が割付ける．最小化法の割
付因子（層化因子）は出生体重（1000 g 未満，1000 g 以
上）と性別（男，女）の二つとする．
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4 .	評価項目
1)	 主要評価項目
	 脳室内出血の発症
2)	 副次的評価項目（退院までの評価）
	 2-1．早期新生児期死亡（生後7日以内の死亡）
	 2-2．一歳時死亡（一歳以内までの死亡）
	 2-3．脳室周囲白質軟化症（PVL）の発症
	 2-4．壊死性腸炎の発症
	 2-5．未熟児網膜症の発症
	 2-6．要治療の有無
	 2-7．治療目標非達成の有無
3)	 追跡調査での評価項目（退院後の評価）
	 3-1．�修正37 -40週における頭部MRI異常の発生
		�  頭蓋内出血，脳室周囲白質軟化症などを含む，

後 天 的 因 子 に よ り 発 症 し た と 考 え ら れ る
異常，退院時のMRIから当院放射線科による
判定．

	 3-2．脳性麻痺
	 	 1歳6か月時に発達外来担当医が判定．
	 3-3．修正1歳6 ヶ月における発達遅延
		�  出生予定日から1 歳 6 ヶ月時点における新版

K 式発達検査による運動，認知適応，言語・
社会性項目，および総合判定におけるDQ 値，
臨床心理士による判定．

	 3-4．修正3歳における発達遅延
		�  出生予定日から3 歳時点における新版 K 式

発 達 検 査 に よ る 運 動， 認 知 適 応， 言 語・
社会性項目，および総合判定におけるDQ 値，
臨床心理士による判定．

5 .	観察および検査項目
1)	 血圧等のバイタルサイン　
	 　 通 常 の 診 療 上 の 必 要 性 に 従 っ て 測 定， 電 子

カルテ上に記録されたものを抽出する．
2)	 皮膚血流量測定　
	 　 レ ー ザ ー ド ッ プ ラ ー 血 流 量 計（LDF-2000，

ネクシス，福岡）を足背に装着して7 日間の連続
測定．

3)	 インピーダンス法による心拍出量測定　
	 　心拍出量モニター（エスクロンミニ，平和物産，

東京）の電極を装着し，生後 2, 6, 12, 24, 48 時間に
1時間ずつ連続測定．

4)	 心エコー検査による諸計測
	 　左室ポンプ機能（EF, FS, mVcfc），末期左室壁

応力（ESWS），左室心拍出量（LVCO），上大静脈
血流量を計測．生後6, 24, 48, 72時間に測定．

5)	 脳循環評価
	 　近赤外線分光装置（オメガモニター BOM-L1W，

オメガウェーブ，東京）のプローブを前額に装着
し，生後2, 6, 12, 24, 48時間に1時間ずつ連続測定．

＊上記装置は，皮膚上にプローブを装着するのみで非
侵襲的に測定を行うことが出来る．
6 .	統計解析
4.1)症例の内訳
	 歳代の解析集団，試験実施計画書に適合した対象

集団，中止症例数を群の識別とともに表示する．
4.2)データの要約
	 連続値として得られる全ての検査項目について

は，治療群，観測時点ごとに基礎統計量（最小値，
最大値，25％点，中央値，75％点，平均値，標準
偏差）を算出する．

4.3)背景因子の解析
	 基礎統計量を算出する（検定はしない）．
4.4)主要評価項目の解析
1.評価項目：脳室内出血の発症
2.評価方法：�脳 室 内 出 血 の 発 症 割 合 を 次 式 で 定 義

する．

脳室内出血の発症割合＝
出生後，生後 7 日の時点で出血が確認された症例数／
各群の症例数

　各治療群の発症割合と血流量指標群の血圧指標群に
対する粗発症リスク比と粗発症オッズ比を推定すると
ともに，割付因子を共変量としたロジスティック回帰
分析を適用し，血流量指標群の血圧指標群に対する
調整発症オッズ比を推定する（点推定と95％信頼
区間）．
7 .	目標症例数
1)	 目標症例数
　血圧指標群220例，血流指標群220例，計440例
2)	 設定根拠
　従 来 の 血 圧 指 標 群 で の 脳 室 内 出 血 の 発 症 率 を
全国平均値から13％と推定し，本試験で検討する
新しい皮膚血流量を指標とした血流指標群での脳室
内出血発症率を6％と期待した場合，有意水準 5％，
両側検定で検出力 80％を保持するのに必要な標本の
大きさは各群220例，合計440例必要となる1)．
8 .	研究期間
倫理委員会承認後〜平成29年12月31日
症例登録期間：�平 成 26 年 4 月 28 日 ～ 平 成 29 年 8 月

31日
9 .	研究の実施場所
　埼玉医大総合医療センター　総合周産期母子医療
センター新生児集中治療室（NICU）および後方病床

（GCU）．
　図1に試験のアウトラインを提示する．

考察および研究成果リスト

　 約 8か 月 の 準 備 期 間 を 経 て，2014 年 5 月 よ り
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ランダム化比較試験を開始した．準備に際しては，
研究者，研究協力者，統計担当者，登録システム開発
者との長期にわたる綿密な協議により研究の質を十分
に高められたと考える．
　近年，特に介入を要する臨床試験は，国際的な基準
を満たした機関への事前の試験登録が必須とされる
ようになってきている．本邦では，UMINセンターの
他に，財団法人日本医薬情報センター（主に製薬企業
の実施する臨床試験を対象），日本医師会（主に医師
主導型治験を対象）が臨床試験登録サイトを立ち上げ
ている．
　さらに，これらの試験登録や症例登録システム構
築に当たって，統計担当者の任命が必要とされた．
大学内では該当する担当者は存在せず，外部の統計
学者との契約が必要となった．今後，大学内での臨床
試験をつつがなく遂行するためにも，統計担当者の
大学内常駐が望まれる．

参考文献

1)	 Antonelli M, Levy M, Andrews PJ, Chastre J, 
Hudson LD, et al.  Hemodynamic monitoring 
in shock and implications for management. 
Inter national Consensus Conference, Paris, 
France, 27 -28 April 2006. Intensive Care Med 
2007;33:575 -90.

2) Ishiguro A, Suzuki K, Sekine T, Sudo Y, Kawasaki H, 
Itoh K, Kanai M, Kato I, Sobajima S, and Tamura M. 
Skin blood flow as a predictor of intraventricular 
hemorrhage in very low birth weight infants. Pediatr 
Res 2014;75:322 -7.

研究成果リスト

1)	 Ishiguro A, Sakazaki S, Itakura R, Fujinuma S, Oka S, 
Motojima Y, Sobajima H and Tamura M. Peripheral 
blood flow monitoring in an infant with septic shock. 
Pediatr Int 2014 (in press).

図 1.	 試験のアウトライン．
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緒　言

　1972 年，SingerとNicolsonは 動 物 細 胞 膜 が 脂 質
二重層から成り，その上には細胞膜上分子が多数存在
すること，同時にこれら細胞膜上分子は脂質二重層の
流動に伴って膜上で常にダイナミックに運動している
ことを提唱した 1)．1990 年代に入って細胞膜上分子の
運動についての研究が進められるようになり，特定の
細胞膜上分子同士が非常に短い一定時間内に膜上で
会合する細胞膜上分子間相互作用の存在が実証され，
免疫細胞の活性化や一般の細胞内シグナル伝達に
極めて重要であることが明らかとなってきた．この
ような学術的な背景の中，我々は全く新規で実用的な
細胞膜上分子間相互作用解析法の開発に成功した 2, 3)

（特許第 4929462）．本法はEnzyme-Mediated Activation 
of Radical Sources（EMARS）と名付けた反応を利用
し任意の細胞膜上分子と生理的に相互作用し「会合
体」を形成する分子を生化学的に同定する方法である

（EMARS法：Fig. 1）．
　一方，脳のニューロンは活動電位が生じることで
後位に存在するニューロンに電気信号を送り，複雑
かつ断続的な信号伝達を行うことで高次機能を維持
している．これらが破綻すると，鬱病などに代表さ
れる脳疾患が惹起される．現在までに，様々な脳疾患
において多くの病態モデル動物が作成され，疾患の
起因となるニューロンの分子メカニズムの異常等が研
究されてきた．しかし，これら分子メカニズムの異常
が脳神経回路の信号伝達にどのような変調をきたし，
表現型である病態に関連していくかについては未だ
不明な点が多く残されている．
　本研究では，申請者が長年研究してきた上記の細胞
膜上分子間相互作用および細胞膜上分子「分子会合体」
に焦点を当て，これらが神経細胞（ニューロン）の機能

にどのような影響を与えるかを解析し，これら会合体
を認識する抗体の作製等を通して，最終的に脳疾患モ
デル動物の病態と細胞膜上分子間相互作用の間に関連
性があるかを検討することを目指す．

材料と方法

1 . 培養神経細胞興奮刺激時における分子会合体形成
変化
a) ATPによる刺激
　培養神経細胞のNeuro2aを6 cmディッシュに播種
し，10 μMのレチノイン酸（和光純薬）で神経分化
誘導をかけた．72 時間後に細胞を300 μM suramin

（Sigma）でATPシグナルをキャンセルした．その後，
代表的な細胞膜脂質ラフトマーカーであるCTxBの
HRP 標 識 体（LIST bio）を 用 い て，EMARS 反 応 を
行い，細胞膜脂質ラフト上の会合体分子を網羅的に
FITC 標識した．その際，100 μMのATPで興奮刺激
した細胞群および刺激しなかった細胞群のサンプルを
それぞれ作製した．これらのサンプルをSDSサンプル
バッファーに溶解後，10％のSDS-PAGEゲルにて電気
泳動した．PVDF 膜に転写したのち，anti-fluorescein 
antibody（Rockland）を室温 1 時間反応させた．洗浄後，
2 次抗体としてanti-goat IgG-HRP（santacruz）を室温
1時間反応させ，発色した．
b) KClによる刺激
　培養神経細胞のNeuro2aを6 cmディッシュに播種
し，10 μMのレチノイン酸（和光純薬）で神経分化
誘導をかけた．72 時間後に細胞をCTxBのHRP 標識体

（LIST bio）を用いて，EMARS 反応を行い，細胞膜
脂質ラフト上の会合体を網羅的にFITC 標識した．
その際，50 mMのKClで興奮刺激した細胞群および
刺激しなかった細胞群のサンプルをそれぞれ作製
した．これらのサンプルをSDSサンプルバッファーに
溶解後，上記 a)と同様にSDS-PAGEおよびウエスタン
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ブロッティングを行った．
2 . 人工的分子会合体形成によるニューロンの電気生
理的形質変化の解析
a)光感受性会合体分子発現ベクターの構築
　 光 感 受 性 分 子 で あ る シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ のCRY2, 
CIB14)を ク ロ ー ニ ン グ し た も の をpBluescriptに
サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た．こ の ベ ク タ ー を 用 い，
分子会合体形成のために，以下のキメラ分子遺伝子を
作製した．
	 1)�神経細胞にて細胞膜上分子会合体を誘導する

と 考 え ら れ て い るPSD95の 一 部 領 域 と 蛍 光
タンパク質および上記 CRY2を含んだキメラ
分子．

	 2)�上 記 1)を 細 胞 膜 上 近 傍 に 誘 導 さ せ る た め の
膜 タ ン パ ク 質 で あ るclaudin1お よ び2（CLN1, 
CLN2）と 蛍 光 タ ン パ ク 質 お よ び 上 記 CIB1を
含んだキメラ分子．

　これらをほ乳類細胞発現ベクターであるpcDNA3.1
（invitrogen）に組み込んだ．
b)光感受性会合体分子の細胞への発現
　上記の発現ベクターを，それぞれNeuro2a, HEK293, 
NIH3T3 細胞にFuGENE（プロメガ）を用いてトランス
フェクションした．単独トランスフェクションおよび
CLN1 ＋ PSD95, CLN2+PSD95 の 組 み 合 わ せ で の
ダブルトランスフェクションを行った．

結　果

1 . 培養神経細胞活動刺激時における会合体形成変化
　培 養 神 経 細 胞 のNeuro2aを 用 い て， 神 経 細 胞

（ニューロン）が活動する場合に興奮刺激前後で
会合体の形成に変化があるかを調べた．興奮刺激
としては，ATPによる刺激およびKClによる刺激の

2 種類の刺激法を試みた．それぞれの刺激中にEMARS
反応を行い，脂質ラフト中で会合している分子群を
網羅的に標識し，どのような分子が標識されているか
ウエスタンブロッティングで確認した（Fig. 2）．
　その結果，ATP 刺激では刺激の有無で会合体を
作る分子が有意に変化していることが分かった．
一方，KClによる刺激では，有意な変化は観察されな
かった．
2 . 人工的分子会合体形成によるニューロンの電気生
理的形質変化の解析
　人工的に分子会合体を形成させるために，光刺激
依存的に会合体を作る分子群を分子生物学的手法にて
ニューロン（神経細胞）に発現させた．CLN1および2

（マウスcDNAライブラリからクローニング）に関して
は，細胞膜上に発現が観察された．一方 PSD95は細胞
内に広く発現が観察された（Fig. 3）．

考　察

　我々は2008 年にEMARS 法を開発し，容易に細胞膜
上の分子会合体を標識・解析できる状況にある．本
研究では，1) 神経細胞（ニューロン）の分子会合体が
神経機能にどのような影響を与えているかEMARS 法
で研究する，2) 神経機能に関与する分子会合体を同定
する，3)それら会合体（基本的には2 分子会合体）認識
抗体を作製し，それを用いて実際の脳疾患動物の脳
神経組織において会合体の発現量が増減しているか等
を調べる，という3ステップの研究を目指している．
その第一ステップとして，今回，実際のEMARS 反応
を用いて神経培養細胞の分子会合体を捉える実験を
行 っ た．実 験 に 使 用 し たNeuro2a 細 胞 は，EMARS
反応に対して非特異的反応が少なく実験に使用する
のに最適であることが事前実験で判明している．

Fig. 1.	EMARS法の概要．
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Fig. 2.	各刺激による分子会合体の変化．

Fig. 3.	CLN1および2，PSDS95の発現細胞．



58 小 谷 　典 弘 ，他

© 2014 The Medical Society of Saitama Medical University http://www.saitama-med.ac.jp/jsms/

細胞内シグナル伝達のプラットフォームである脂質
ラフトは，細胞機能に深く関与しているため，本研究
では，まずこの構造体における分子会合体を対象と
した．刺激方法はATPおよびKClによる脱分極誘発を
行った．ATPはニューロンに興奮刺激を惹起すること
が知られており，神経伝達物質ではないかとの説も
ある．まず，ATP 刺激中にEMARS 反応で分子会合体
を標識・解析すると，ATPによる刺激では分子会合体
の構成分子が減少する傾向が見られた．一方，同様に
興奮刺激を誘導するKCl 添加では，有意な差は見られ
なかった．これは，予想外の結果であるが，Neuro2a
はKClで脱分極が起こりにくい可能性があり，この点
について精査することが課題である．今後は，ATPの
刺激有無で変化している会合体分子をプロテオームで
解析し，実際のニューロン（初代培養細胞・スライス
培養）で同じ現象が観察されるか検討する予定で
ある．さらに，判明した分子会合体を認識する抗体
を作製することで，細胞イメージングなどの技術を
通して，脳神経疾患でこれら分子会合体形成に変化が
起こっているか検討することを考えている．
　次に，光刺激により人工的に分子会合体を形成する
手法 4)により，神経細胞において分子会合体形成が
どのような生理機能を持つのか精査することとした．
これには以下の2つの目的がある．1) 上記分子会合体
認識抗体を作製するときの抗原（2 分子会合体抗原）を
作製するのに本手法を使用する，2) 上述のEMARS 法
による分子会合体同定により判明した会合分子同士
を人工的に会合体形成する系の構築を行う．しかし，
上記 2つの目的達成に必須なのは，会合体分子を
同定することであるが，これには時間がかかる．
従って，我々は準備実験として，近年ニューロンに
おいて細胞膜上で分子会合体を誘導すると考えられ
ているPDZドメインを持つタンパク質（PSD95 等）
を細胞膜近傍に光刺激で誘導し，より生理的条件で

分子会合体を誘導する系を構築することとした．細
胞膜上に発現するclaudin 分子にPSD95 分子のPDZ
ドメインを持つ一部配列を光刺激で結合させ，PDZに
結合する細胞膜上分子群の会合体形成を誘導するこ
ととした．現在までにこれらタンパク質のキメラ分子
を発現させることに成功した．2つの分子をダブル
トランスフェクションした細胞も作製した．今後
は，これらが光刺激で会合体誘導を起こすか検討し，
その後ウイルスベクターを作製して実際のニューロン

（初代培養細胞・スライス培養）で同様の実験が出来る
か検討する予定である．
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緒　言

　Hepatitis C virus（HCV）は フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 に
属するRNAウイルスであり，世界中に約 1.5 億人，
日本では約 200 万人の感染者が存在するといわれる．
感染するとその大半が慢性感染を起こし，経過ととも
に肝硬変，肝癌へと移行し死に至る 1)．主な治療薬と
してリバビリンとインターフェロン療法や，近年では
3 剤療法であるDAAs（Direct Acting Antivirals）が使用
されているが，リバビリン・インターフェロン療法に
おいて治癒率は50％程度で高価で副作用もあること
から，HCVワクチン開発が急がれている．
　脂質組成を不飽和脂肪酸にしたリポソーム表面に
結合させた抗原は，抗原提示細胞によりCTL にcross 
presentation されることが報告されている 2)．また申請
者はフロイントアジュバントを用いた免疫において
免疫原性が低いエピトープペプチドでも，リポソーム
表面に結合すると強力なCTLを誘導できることを見出
した 3)．更にリンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（LCMV）
由来のドミナントエピトープをリポソーム表面に結合
し，マウスに免疫を行ったところ，非常に効果的な抗
ウイルス反応を示すことを報告した 4)．抗原を表面に
結合したリポソームワクチンは様々な利点を有する
が，特記すべきこととして，

1)	 わずか280 ngの抗原量とCpG 5 μgの1 回免疫で
ウイルス感染を完全に防御できること，

2)	 ワクチンによる感染予防が難しいLCMVの持続
感染変異株cl.13も完璧に防御できること，

3)	 CD4ノックアウトマウスへの免疫により，CD4
陽性 T 細胞によるヘルプの非存在下でも長期の
メモリーを誘導できることが証明されたこと，

などが挙げられる4)．
　これらのことから，本研究ではHCVに由来する
HLA-A2 拘束性のエピトープペプチド14 種類を用い，
表面結合型リポソームワクチン開発を試みた．

方法と材料

1 .	HLA-A 2 トランスジェニックマウス
　H-2Db-/- β 2m-/- double knockout mice に human 
β 2m-HLA-A2.1( α 1 α 2) -mouse H-2Db ( α 3 
transmembrane cytoplasmic) monochain 遺伝子を導入
したHHDマウスを使用した．HHDマウスは仏・パス
ツール研究所・Lemonnier博士より供与された．
2 .	免疫方法
　リポソーム免疫ではリポソーム50 μlにCpG 5 μgを
マウスにfoot padにて免疫し1週間後ブーストした．ペ
プチド免疫では抗原ペプチド50 μgとヘルパー T 細胞
エピトープペプチドHBVcore128 -140 100 μgをイン
コンプリートフロイントアジュバンドと混ぜ皮下注
射にて免疫を行った．組み換えウイルス免疫では，
HCV-core, E1, E2またはNS3 -5Aを発現する組み換え
アデノウイルス（Ad-ST, Ad-NS）を5 x 107 PFUを腹腔
注射により免疫を行った．いずれも2 週後にブースト
し，その1週後に実験を行った．
3 .	IFN- γ ELISPOT assay
　Mouse  IFN- γ  enzyme- l inked  immunospot 
(ELISPOT) set (BD Pharmingen, San Diego, CA)を
用い，ナイーブマウスの脾細胞に対応したペプチドを
パルスし40 GyのX 線を照射したものを，免疫マウス
の脾細胞と混ぜ2日間培養し測定した．
4 .	5 1 Cr Release assay
　ナイーブマウスの脾細胞に対応したペプチドをパ
ルスし40 GyのX 線を照射したものを，免疫マウス
の脾細胞と混ぜ7 日間培養した．標的細胞（RMA 細
胞にHHD 遺伝子を導入したRMA-HHD）に対応した
ペプチドをパルスし 51Crを取り込ませ，96well plateに
エフェクター細胞とE : T/100 : 1の割合で入れ4 時間
培養し，その上清をγカウンターにて測定した．
5 .	Vaccinia virus 感染実験
　免疫マウスに2 x 106 PFUの組み換えVaccinia virus
を腹腔注射し5 日後に卵巣を摘出し，凍結融解と超音
波処理し段階希釈したウイルス液をBSC-1 細胞に感染
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させた．その2 日後にクリスタルバイオレットにて細
胞を染色しウイルス価を算出した．
6 .	Intracellular Cytokine Staining
　免疫したマウスの脾細胞と対応するペプチド溶液，
brefeldin A(Golgi plug)を混ぜ37℃，5 時間インキュ
ベーションし標識抗体にてCD8 陽性 T 細胞とIFN- γ
を染色しFACS解析を行った．
7 .	Adoptive Transfer
　マ ウ ス の 尾 静 脈 か ら1 x 107 PFUの 組 み 換 え
ワクシニアウイルスを感染させた翌日に，試験管内で
1 回刺激を行ったeffector T 細胞を5 x 106 cells 移入し，
4日後に血清ALTと肝臓中のウイルス量を測定した．
8 .Transwell culture
　HHDマウス腎由来初代培養細胞を標的細胞とし，
24 -well plateに1 x 105ずつ入れて培養し，組み換えワ
クシニアウイルス（VV-NS4）をm.o.i ＝ 0.1で感染さ
せた．ペプチドA2 -12で5 回，刺激を繰り返したCTL
を，A2-12でパルスし放射線照（40 Gy）した正常脾細胞

（1 x 105）と共に，E : T比 3 : 1 （3 x 105）と0 : 1の割合で
入れ共培養した．Direct cultureでは標的細胞とCTLを
直接共培養し，transwell culture ではpore size 0.4 μm 
membrane 上にCTLと脾細胞をのせ標的細胞と触れ
ないように培養した．上清に抗 IFN-γ抗体（1 μg/ml），
抗 TNF- α抗体（1 μg/ml）を入れブロッキング試験を
行った．2 日後に標的細胞をホモジナイズし，BSC-1
細胞を用いてウイルス価を算定した．

結　果

1 .リポソームワクチンと他の 2 種類の免疫方法との
比較検討
　14 種類のHCV HLA-A2 epitope peptide（Table 1） に
ついて，①表面結合型リポソームワクチンによる免
疫，②ペプチドをヘルパー T 細胞エピトープペプチド
と共にアジュバントに懸濁して免疫する方法，③組み
換えアデノウイルス感染，の3つの免疫方法における
免疫原性を比較した．免疫原性として，細胞傷害性の
誘導とIFN- γ産生 T 細胞誘導能を測定し，比較した．
すると個々のエピトープについて，3 種の免疫方法
で全く異なる免疫原性が発揮されることがわかった

（Fig. 1A, B）．
　①のリポソームワクチンはウイルス感染防御に
おいて②のペプチドワクチンよりも優れていること
は既に報告したが 3)，この14 種のリポソームワクチン
で免疫したマウスに，それぞれのエピトープを発現
する組み換えワクシニアウイルスでチャレンジして
みたところ，3つのワクチン（L-A2-8, L-A2-11, L-A2-12）
が完全なウイルス感染防御効果を示すことが確認さ
れた（Fig. 1C）．この3つに共通して強いIFN- γ反応
誘導活性がみられ，特にL-A2-11とL-A2-12はCTL 活性
は殆ど誘導しないがウイルス感染を完全にブロック
した．一方，L-A2-5はIFN- γよりもCTL 活性を誘導
するが，有意なウイルス感染防御は認められなかった

Table 1.合成したHLA-A2拘束性HCV由来ペプチド

既知の14 種類のHCV-CTL エピトープについて，①リポソーム免疫，②ペプチドをヘルパー T 細胞エピトープペプチドと共
にアジュバントに懸濁して免疫，③組み換えアデノウイルス免疫，の免疫方法の比較検討．各エピトープ部分を含むHCV
タンパクを発現する組換えアデノウイルスを感染させたマウスにおける，51Cr-release assayとIFN-γ ELIPOT assayの結果を，
その強さの組み合わせによりI-Vの5 種類（Fig.1参照）に分けて表示している
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（Fig. 1C）．以上から3 種のリポソームワクチンにより
誘導されるウイルス感染防御能は，細胞傷害活性より
もIFN- γなどの抗ウイルス活性を持つサイトカイン
誘導によるものであると推測されたので，以下の実験
を行った．
2 .	Adoptive Transfer 実験
　L-A2-12で免疫したマウスのT 細胞を，Fig. 1A, Bと
同様に試験管内でペプチド刺激を1 回行い，adoptive 
transferに用いた．マウスに組換えワクシニアウイル
スを静注で感染させ，翌日 T 細胞を transferし，その
4 日後に血清と肝臓を採取してウイルス量とALT 値の
測定を行った．肝臓中のウイルス量は，細胞移入によ
りウイルス増殖が有意に抑制されることが確認された

（Fig. 2A）．血清のALT 値は，細胞を移入してもALT 値
の増加はほとんど認められなかった（Fig. 2B）．このこ
とは，L-A2-12 免疫で誘導されるT 細胞が，細胞傷害を
引き起こさずにウイルス増殖を抑制する可能性を支持
していた．
3 .Transwell 実験
　T 細胞の残りはペプチド刺激を4 回以上繰り返して
line 化し，in vitro 実験に用いた．この刺激過程で最初
は非常に低かったCTL 活性も増加し，実験直前には
51Cr-release assayで74％（E/T ratio: 30 : 1）のkillingを
示し，一方 IFN- γ産生はT 細胞の92％で認められた．
この細胞をtranswell plateに入れ，ワクシニアウイルス
を感染させた標的細胞と直接接することなく，その

Fig. 1.	Comparison of Liposome, IFA-peptide, and adenovirus immunizations. Each HLA-A2 Tg mouse received  50 μl of 
liposome-peptide and 5 μg of CpG (f.p.), 50 μg of peptide and 100 μg of HBV128-140 peptide emulsified in incomplete 
Freund’s adjuvant (s.c.), or 5 x 107 PFU of recombinant adenovirus expressing HCV structural or nonstructural proteins 
(Ad-ST or Ad-NS) (i.p). The mouse was boosted after two weeks, and spleen cells were prepared seven days later for 
51Cr release assays (A) and IFN-g ELISPOT assay (B): The immunized and naïve mice were challenged at one week 
after the last immunization with 2 x 106 PFU of VV-E2, VV-NS3 or VV-NS4 (i.p.) and the virus titers in the ovaries were 
quantitated by plaque assays on BS-C-1 cells at day 5 postchallenge (C).



62 髙 木 　徹

増殖に及ぼす効果を2 日後に判定した．培養液には抗
IFN- γあるいは抗 TNF- α抗体を入れてブロッキング
試験を行った（Fig. 3）．Fig. 3Bは標的細胞と一緒に
plateに入れて培養したもので，effectorを加えない
wellでのウイルス量と比較してeffectorの存在により
その増殖が有意に抑制されている．2 種の抗体での
ブロッキングを行うと，effectorによるウイルス増殖
抑制効果に対する影響は非常に低いことが分かった．
Fig. 3Aの transwell plate 実験で，effectorを標的細胞
と接触させることなく培養しても，やはりeffector
の存在によりウイルス増殖が有意に抑制されること
が認められた．そしてそこに2 種の抗体を加えると，

effectorによる抑制作用の大半がブロックされた．ブ
ロッキングは特に抗 IFN- γ抗体による効果が大きい
ことが分かった．

考　察

　HLA-A2 拘束性 HCV CTLエピトープについて検討
した結果，リポソーム免疫，ペプチド免疫，ウイルス
免疫でそれぞれ異なる免疫反応が誘導された．反応の
違いを生じる原因は不明であるが，それぞれの抗原
提示メカニズムの違いがその可能性の1つとして挙げ
られる．
　今回リポソームワクチンが示した非細胞障害性

Fig. 2.	Adoptive transfer experiments. Mice were infected with 5 x 106 PFU of recombinant vaccinia virus expressing HCV NS4 
(VV-NS4) (i.v.) and the next day, received 1 x 107 of T cells (i.v.). Four days later, Serum and liver were taken from each 
mouse, and ALT concentration in serum and virus titer in liver were determined.

Fig. 3.	T cells from mice immunized with L-A2-12 were cocultured with target cells (HHD-kideny cells) either in direct 
culture (B) or in the transwell system (A) at E/T ratio of 3:1 in the presence or absence of anti-IFN- γ or anti-TNF- α . 
Inhibition of recombinant vaccinia virus (VV-NS4) was determined by the plaque assays on BS-C-1 cells at day 2.
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メ カ ニ ズ ム に よ る ウ イ ル ス 増 殖 抑 制 メ カ ニ ズ ム
は，LCMV，HCV，HBVなどで報告されており，そ
のメカニズムの主体はIFN- γなどのサイトカイン
であるといわれている 5)．このような非細胞傷害性
メカニズムは，慢性感染症の防御において，細胞傷害
による副作用を伴うこと無くウイルスを排除できる．
Lip.A2-12のようにこのメカニズムのみを選択的に誘導
し抗ウイルス効果を発揮するワクチンは，慢性肝炎患
者の肝障害を増強することなく治療効果を発揮する安
全なワクチン開発につながるものとして期待できる．
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消化管ホルモンIBCAPを用いた生活習慣病治療への分子基盤の確立

緒　言

　日本人のライフスタイルの欧米化により，糖尿病，
脂質異常症や肥満といった生活習慣病患者数は増加
の一途をたどっている．そのため，疾患メカニズムの
解明，より有効な治療法の確立が世界的にも急務と
なっている．
　我々は，未知の消化管ホルモンをOligo-Cap SST
法で探索し 1 -2)，候補となる新規消化管特異的分泌
タ ン パ ク 遺 伝 子 IBCAP（Intestinal derived Beta-cell 
Augmenting Promoter）の同定に成功し，その解析を
進めてきた．これまでに，IBCAP 遺伝子産物が膵β
細胞の増加促進作用を持つ新規の消化管ホルモンと
考えられることが強く示唆されている．
　現在，消化管ホルモンであるインクレチン（GLP-1，
GIP）はインスリン分泌を誘導することが明らかと
なっており，また，膵β細胞保護作用との関連も示
唆されている．GLP-1アナログ製剤やGLP-1 分解酵素
DPP-IVの阻害薬は，最近新しい糖尿病治療薬として
臨床の場で大きな成功を収め注目されており，膵β細
胞の保護，増殖作用についても期待されている3 -5)．
　これまでに得られているIBCAPの知見から，IBCAP
はGLP-1，GIPに次ぐ第3のインクレチンと考えられる
が，これまでに明らかにされている他の消化管ホル
モンとは有意な相同性を持たない．
　そこで本研究では，このIBCAPを標的とした糖尿病
治療戦略の検討を行い，臨床応用へ向けた分子基盤の
解明を目的とした．得られた結果からは，膵β細胞の
質・量の恒常性維持機構あるいは新たな糖尿病発症機
序の理解が得られるとともに，膵β細胞の再生にとど
まらず，新たな糖尿病治療法や創薬の開発につながる
と考えられる．

材料・方法

　本研究では，新規消化管ホルモンIBCAPを第 3の

インクレチンとして基礎研究を進め，糖尿病治療，
再生医療へと応用を見据えて，下記の検討を行った．
　IBCAP 遺伝子産物の膵β細胞に対する増殖促進作
用について，今回 in vitroの培養細胞を用いた系で，
EdU（5-ethynyl-2’-deoxyuridine）の取り込み能を測定
し膵β細胞増殖促進作用を評価した．また，分化に
対する作用については，アデノウイルスによる強制
発現モデルマウスを解析した．
　なお，動物実験については埼玉医科大学動物実験
規定において決められた倫理基準に従って行った．

結　果

　IBCAPはこれまでにトランスジェニックマウス，
ノックアウトマウスの動物実験から膵ラ氏島および
膵β細胞増殖促進作用を持つことが示唆されている．
そのため，今回，in vitroの培養細胞を用いた系で膵β
細胞増殖に対する影響を検討した．膵β細胞培養細胞
株であるMIN6 細胞を用いてEdUの取り込みを指標に
増殖能を確認した結果，IBCAP 遺伝子産物は膵β細
胞増殖刺激作用を持つ事を強く示唆する結果を得た 

（data not shown）．
　ま た，IBCAPは 膵 β 細 胞 増 殖 促 進 作 用 以 外 に，
膵β細胞への分化誘導作用を持つ可能性が考えら
れたため，アデノウイルスを用いた肝臓を中心に
強制発現するマウスモデルにおいて検討を行った．
その結果，肝臓中にインスリン陽性細胞の発現が確認
出来，これは，IBCAPによるTransdifferentiation 作用
による可能性が考えられた (data not shown)．

考　察

　IBCAPはインクレチン様作用を持つことから糖尿
病治療の標的となり得る可能性を秘めている．今回本
研究では，IBCAPの膵β細胞増殖促進作用の確認と
ともに，膵β細胞への分化誘導にも関与する可能性が
考えられた．今後は，さらに詳細に膵β細胞への分化
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に対する効果・作用についての検討が待たれる．
　今回の結果より，IBCAPを標的とした糖尿病治療
あるいは膵再生医療の創薬・臨床への応用が期待される．
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神経変性疾患モデルマウスを用いた新規行動解析法の構築と認知機能改善薬の探索

緒　言

　タウオパチーとは，過剰なリン酸化修飾を受けた
タウタンパク質が脳内に蓄積することを特徴とする
神経変性疾患の総称であり，記憶障害を呈する疾患
である．アルツハイマー病もタウオパチーの一つで
ある．
　これまで，タウと記憶障害との関連性については，
タウを過剰発現させた遺伝子改変マウスを用いた解析
が主に行われており，リン酸化タウの蓄積に依って
記憶障害が惹起されることが報告されている 1)．しか
し，タウが記憶維持において担う役割は何か，特に
リン酸化タウの生理的な意義については不明のままで
ある．これらを解明することは，基礎生物学的な観点
からも，根本的な神経変性疾患の治療薬を開発する
という観点からも，重要である．
　タウの生理機能解明が進んでいない一つの要因と
して，適切なモデル動物に乏しいことが挙げられる．
従来のタウ研究の主流は，タウを過剰発現させた遺
伝子改変動物を用いたものであったが，遺伝子改変に
依る影響を無視できないという欠点があった．特に，
タウの過剰発現によって，軸索輸送障害が起きること
などが報告されている2)．
　そこで，タウの生理機能解明のためには，遺伝子
改変動物よりも，自然に近い状態でタウのリン酸化が
起きるモデル動物が必要である．これまでに，遺伝子
改変に依らないモデルとして，麻酔 3)や絶食 4)などが
報告されている．しかし，このモデルでは行動試験が
できないなどの欠点があった．
　そこで，我々は別の刺激に依って，内在性タウの
リン酸化亢進を試みた．その結果，間歇的低酸素負
荷（Intermittent hypoxia treatment; IHT）を継続的に施
すことにより，タウのリン酸化を亢進させることに

成功した．本モデルマウスは，自然に近い状態でタウ
のリン酸化が起きるという利点のみならず，行動実験
や長期間に渡った実験が可能，作製にかかるコストが
安価であるなど，様々な利点を有している．本研究は，
新しいモデルを用いて，タウの生理機能を明らかに
し，記憶・学習のメカニズム解明や神経変性疾患治療
薬の創出に貢献するものである．

材料と方法

1 . 実験動物
　C57BL/6Jマウス（オス，9週齢）を購入し，1週間
後から実験に使用した．動物の取り扱いに際しては，
埼玉医科大学実験動物部門の定める規定を厳守した．
2 . 間 歇 的 低 酸 素 負 荷（ I n t e r m i t t e n t  H y p o x i a  
Treatment; IHT）
　マウスに間歇的低酸素負荷（IHT）を施した 5)．その
方法は以下の通りである．マウスをチャンバーに
入れ，そこに窒素ガスを約 16 L/minで1分間注入し，
マウスケージ内の酸素濃度を 5％まで低下させた．
その後，酸素濃度21％の室内空気を約14 L/minで2分
間注入し，マウスケージ内の酸素濃度を21％まで回復
させた．この3分間の操作を1日 8時間（9時～ 17時）
行った．残りの時間は，通常環境下で飼育した．
　IHTに関しては，まず，以下の三群を用意し，対照
群との比較を行った．

・	 IH5D：IHTを5日間実施
・	 IH5DR2：IHTを5日間実施したのち，2日間，通常
環境下で飼育したもの

・	 ReIH5D：上記 IH5DR2と同じ操作の後，更に5日
間，IHTを実施したもの

　次に，28日間 IHTを実施した群についても検討を
した．
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3 . 脳組織からのTBS 可溶性画分の抽出，ウェスタン
ブロッティング
　IHTの後，マウスの脳から海馬を摘出した．海馬
は，ホスファターゼ阻害剤及びプロテアーゼ阻害剤を
含むTBS中で破砕した．破砕したサンプルを4℃にて
32,000× gで20分間，超遠心分離（Rotor: TLA45，ベッ
クマン・コールター社）した後，上清（TBS可溶性画
分）を回収し，タンパク定量の後，ウェスタンブロッ
ティング用のサンプルとして調整した．
　ウェスタンブロッティングは一般的な方法に則り，
リン酸化状態に関係なくタウを認識する抗体および
リン酸化部位特異的な抗体を用いて標識した．
4 . Y 字迷路試験
　行動試験はY字迷路装置を用いた．三本のアーム
をそれぞれA, B, Cとし，アームAの先端にマウスを
置き，10分間，迷路内を自由に探索させた．マウスが
進入したアームを順に記録した．まず，異なるアーム
に3回連続で進入した場合を「コレクト」，それ以外の
場合を「エラー」とした．そして，評価は総進入回数
及び交替行動（コレクトの数）を総進入回数− 2で割っ
て100をかけた値（交替行動率）を求めることによって
行った．
5 . 統計処理
　データは統計解析ソフトPrism 6（GraphPad 

Software社）を用いて解析した．まず，ANOVAで検
定を行い，有意である場合には，対照群に対する
Dunnett検定を行った．二群比較は t検定を実施
した．いずれの場合にも，p値 0.05未満を有意と見な
した．

結　果

1 . 短期間のIHTによってタウのリン酸化は亢進する
　IHTを行った群（IH5D, IH5DR2, ReIH5D）について，
タウ関連抗体を用いてタウの総量やリン酸化レベル
を解析した．まず，リン酸化状態に関係なくタウを
認識する抗体（JM，高島博士より供与）を用いて
総タウ量を検討した．タウの総量は，対照群，IH5D
群，IH5DR2群，ReIH5D群の間では有意な差はなく，
一定であると考えられた．
　そこで次に，タウのリン酸化特異的抗体を用いて，
IHTによるタウのリン酸化への影響を検討した．アル
ツハイマー病脳では過剰にリン酸化を受けたタウが
凝集し，神経原線維変化を形成している．過剰にリン
酸化を受けたタウは微小管との結合能が低下する．
従って，タウのリン酸化を解析することは，病態との
関連を解析する上で重要である．
　解析の結果，IH5D群では，対照群に比べ，いくつ
かの部位のリン酸化亢進が顕著に認められた．具体的
には，pSer199, AT8(pSer202/pThr205), pThr212，
pSer214, pSer396, pSer404にリン酸化亢進が認めら

れた（Fig. 1）．これらのリン酸化亢進部位は，実際
のアルツハイマー病脳でも報告のある部位である．
一方，AT270(pThr181), AT180(pThr231), pSer400
に有意な変化は認められなかった（Fig. 1）．なお，
一部のリン酸化タウについては，矢頭のバンドで定量
したものを示している．
　次に，IHTを5日間実施した後，2日間の通常飼育
を実施したものについて，タウのリン酸化を調べた
（IH5DR2）．この群においては，タウのリン酸化レベ
ルは対照群と同程度であった．よって，通常環境下
での飼育は，タウの脱リン酸化を亢進するものと考
えられた．さらにReIH5D群では，タウのリン酸化は
対照群と比べ，IH5D群ほど顕著な亢進は認められな
かった．これは通常飼育を2日間挟んだことにより，
タウのリン酸化を亢進させる機構が阻害されたためと
考えられた．
2 . 長期間のIHTによってもタウのリン酸化は亢進する
　連続 28日間でIHTを行った場合タウのリン酸化亢
進レベルやタウのリン酸化パターンにどのような変
化があるかを検討した．総タウ量は対照群と同程度で
あった（Fig. 2）．
　一方，タウのリン酸化亢進レベルは対照群と比べ
AT270(pThr181), AT8(pSer202/pThr205), pThr212, 
pSer214, AT180(pThr231), pSer400, pSer396において
顕著な増加が認められた．
　特に，短期間のIHTには認められなかった部位
（AT270, AT180, pSer400）のリン酸化亢進が認めら
れた．この結果から，タウのリン酸化パターンは，
IHTの期間に依って変化していくことが解った．
3 . タウのリン酸化に寄与するキナーゼの探索
　タウのリン酸化が認められたため，それに寄与する
キナーゼの探索を行った．まず，ERK1/2について
検討を行った．短期間処置では，ERK1/2の活性化は
認められなかったが（Fig. 3A），長期間処置ではERK1
の活性化が認められた（Fig. 3B）．
4 . IHTマウスは行動試験が可能であり 5 日間のIHTは
短期記憶に影響しない
　本研究のモデルマウスは行動試験に供することが
できるのか，また短期間のIHTはマウスの短期記憶
にどう影響するのかを検討するためY字迷路試験を
行った．
　まずIHT前に実験を行い，二群（対照群，IHT群）に
分けた．両群の交替行動率に差はなかった．その後は，
Fig. 4Aに示すように，IHTを5日間実施した後，その
後の2日間の通常環境飼育後，さらにそのあとのIHT5
日の後というそれぞれのポイントで試験を実施した．
なお，この実験に関しては，同一個体を用いて実施し
ている．
　行動試験の結果，どの段階でY字迷路試験を行って
も，交替行動率は対照群と同程度であった(Fig. 4C)．
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また，総進入回数も対照群と同程度であったが，IHT
群，対照群共にY字迷路試験の回数が増すに従い，減
少する傾向にあった(Fig. 4B)．

　この結果から，IHTをしたマウスは行動試験に
供することができることが解った．また，5日間のIHT
は短期記憶に影響しないことが解った．

Fig. 1.	短期間のIHTがタウのリン酸化に与える影響．(A)代表的なブロットを示す．(B)定量結果を示す．（n=9; *p < 0.05 
vs. Ctrl.)

Fig. 2.	短期間のIHTがタウのリン酸化に与える影響．(A)代表的なブロットを示す．(B)定量結果を示す．（n=12; *p < 0.05, 
**p < 0.01 vs. Ctrl.）
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考　察

　IHTによって，内在性のタウに対して顕著なリン酸
化亢進を起こせることが分かった．このマウスは行動
実験に供することもできることが確認された．
　内在性タウのリン酸化が亢進したモデルとして
用いることで，新たな知見が得られることが期待さ
れる．
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緒　言

　悪 性 リ ン パ 腫 の 治 療 成 績 は 近 年 向 上 し て い る
が，いまだに難治性，治療抵抗性の悪性リンパ腫が
多く存在している．難治性，治療抵抗性となった悪性
リンパ腫の一つの病態として「白血化」悪性リンパ腫
が 挙 げ ら れ る．悪 性 リ ン パ 腫 の「 白 血 化 」は 本 来
リンパ節で腫瘤を形成するリンパ腫細胞が治療経過中
に末梢血中に出現，増殖する状態である．白血化が治
療経過中に出現した場合には難治性であり，follicular 
lymphoma を除くと，いずれも予後不良である．また
初発時にすでに白血化した状態では臨床病期 IV 期と
進行期で，治療に抵抗性で治癒には至りにくい．
　難治性，治療抵抗性を呈する悪性リンパ腫白血化
の機序については知見は乏しい．リンパ節を場とし
腫瘤を形成し増殖する悪性細胞が末梢血中で増殖する
機序として，一つはリンパ系から血管系への侵入，
そして「リンパ」節という増殖の支持環境が無い状況
で血管内増殖が可能となる増殖機構の獲得がある．
Dolcetti1)らはマウスの系で T-lymphoblastic lymphoma 
では，細胞接着分子であるα 4 β 7の発現が白血化に
関与することを報告している．白血化の過程は複雑で
あり，その他にも原因が複数存在することが考えら
れている．悪性リンパ腫細胞の白血化，血管内増殖の
病態には，接着分子の関与が指摘されているが，その
実態は不明である．白血化の病態解明が遅れている
大きな原因として良好なモデルが無いことが挙げら
れる．増殖機構，特に血管内での増殖機構を解明する
ことによって，その知見を元に有用なモノクローナル
抗体や低分子薬を得られる可能性がある．
　一方，血管内リンパ腫（Intravascular Lymphoma: 
IVL）は， 基 本 的 に 小 血 管 腔 内， 特 に 毛 細 血 管 内
に 腫 瘍 細 胞 が 存 在 す る と い う 特 徴 を 持 つ．CD29 
（β 1-integrin），CD54（ICAM-1）などの接着因子発現
の消失が血管外に遊走できずに血管内で増殖する
原因であるとするPonzoni2)らの説もあるが，CD29，
CD54 が消失していないIVL症例もある．

　IVL 細 胞 に は 以 下 の 特 徴 が あ り， 血 管 内 で の
細胞増殖機構解明への手がかりになると考えられる．
1) 血 管 内 指 向 性 : 血 管 内 の 方 がgrowth advantageが
ある，血管外への浸潤能が弱い，またリンパ節へのホー
ミング能が弱い．2) 塊状増殖 : 細胞間接着が強い．他の
腫瘍でみられる血管内の腫瘍塞栓との病態が近似する．
本研究の大目標：我々はIVL 細胞株，SMCH-12を樹立
したが，調査した限りにおいて IVL 細胞株の樹立報告
はない．SMCH-12の細胞生物学的解析を行い，血管
内で増殖する機構に関連する知見を得る．IVL 細胞株
に特異的に発現する遺伝子群を解析し，血管内増殖機
構に関与する重要な遺伝子群を明らかにする．他方，
種々のリンパ腫細胞株との比較を行うことによって，
血管内増殖にとって普遍的に重要な遺伝子群を見つけ
出せると考えられる．またIVL 細胞株を用いてIVLの
モデルマウス作製を試みる．
　増殖機構，特に血管内での増殖機構を解明し，その
知見を元に有用なモノクローナル抗体や低分子薬を
得ることにより，悪性リンパ腫の白血化，腫瘍細胞
の血管内増殖を阻止する新たな治療法を開発できる
可能性がある．微量な白血化の阻止は悪性リンパ腫
細胞のリンパ節外での増殖阻止につながり，ひいて
は病期の進行を食い止めるか，少なくとも遅らせる
ことにつながることが期待される．ことに最近増加し
ている高齢な悪性リンパ腫の患者では，腫瘍の根絶
である治癒を望みにくく，腫瘍の進展をいかに遅ら
せるかが治療戦略上の鍵となる．悪性リンパ腫の血管
内増殖を阻害し，白血化を阻止する薬剤の開発が可能
となれば，限局期から進行期への進展を阻止，あるい
は遅らせることができ，治癒率向上，また治癒に至ら
なくとも寿命を延長することが可能となると考えら
れる．
今回学内グラント終了時報告における実験目的：
CD29（β 1-integrin），CD54（ICAM-1）などの接着因子
発現の消失が血管外に遊走できずに血管内で増殖する
原因とするPonzoni2)らの説をもとに，逆にCD29を
発現するIVL 細胞株 SMCH-12におけるCD29 発現と増

平成 25 年度　学内グラント終了時報告書

難治性悪性リンパ腫の増殖機構の解明と新たな治療法の開発

研究代表者　森　茂久 （医学教育センター）
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殖の関係を検定した．まず細胞接着機能を阻害する
抗 CD29 抗体を用いて，その影響を検定した．CD29
抗原は，130 kDaのインテグリンβ 1 鎖で，インテグ
リンα 1 ～α 8とα Vサブユニットと非共有結合的
に結合したヘテロダイマーとして発現する．CD29
複合体は，CD29に結合するα鎖に依存して，細胞間
および細胞と細胞外マトリックスの接着を媒介する．
今回用いたCD29 抗体であるclone 4B4はCD29を介
する接着に対して，接着を阻害する．

材料と方法

(1)	IVL 細胞株の基本特性の解析
	 細胞株：SMCH-12．抗体：細胞表面マーカー用

の各種モノクローナル抗体．染色体，FISH 解析：
検査会社に委託．

(2)	細胞接着阻害実験
	 細胞株：SMCH-12．CD29 抗体（c lone  4B4，

ベックマン・コールター社）．約 1 x 105/mlの細胞
液を調整し，96 穴プレートに各 200 μl/wellずつ
分注し，CD29 抗体を最小 0.5％量から最大 16％量
まで，添加した．37℃，5％ CO2 濃度下にて3 日間
培養し，凝集状態，増殖状態を検定した．

結　果

(1)	SMCH-12細胞株の基本的特性
	 増 殖 と 形 態： 細 胞 塊 を 形 成 し つ つ 増 殖 す る

（図 1 -A）．細胞形態は，細胞質が広く，細胞辺縁
および核は不整形を示した（図 1-B）．なおEBV
感染は陰性であった．細胞表面マーカー：CD19，
CD20，κ鎖，CD5 陽性であった．接着因子として
はCD29 （β 1-integrin），CD54（ICAM-1），CD11a，
CD18 （β 2-integrin）の発現が認められた．免疫
グロブリン遺伝子，重鎖，軽鎖κの再構成を認
めた．染色体解析： t(9; 19; 17)(q13; q11; q22), t(11; 
13)(q21;q21)，などの多彩な異常を認めた．

(2)	細胞接着阻害実験
	 CD29 抗体を最小 0.5％量から最大 16％量まで添加

したが，細胞凝集状態，細胞増殖状態に差異は
認められなかった．

考　察

　SMCH-12に お い てCD29（ β 1-integrin）を 介 し た
細胞接着を抗体で阻害しても凝集塊は形成されず，
増殖状態にも影響は無かったことより，血管内増
殖にCD29は大きな関与は無いと考えられる．今後，
マイクロRNAを用いてCD29 発現を抑制する実験を
計画中である．また，CD54を介する接着を阻害する
実験も予定している．
　本研究について今後はGFPやLacZを恒常的に発現

するIVL細胞株の作成を行う予定で，現在SMCH-12へ
のGFP 発現ベクター遺伝子導入のための基礎的実験
を行っている．このマーカーを発現する細胞株を用い
て，マウスモデルの作製を試みて，IVLモデルマウス
を用いて血管内増殖を阻害する薬剤の検定を行う計画
である．
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図 1-A.	SMCH-12の増殖像．位相差顕微鏡を用いて観察．
SMCH-12は凝集塊を形成しながら増殖していた．

図 1-B.	SMCH-12の 形 態 像．サ イ ト ス ピ ン 標 本．May-
Giemsa 染色．細胞質が広く，細胞辺縁および核は
不整形を示した．
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　本研究では，泌尿器がんにおけるEBAG9 発現が
もたらす微小環境変化と腫瘍増殖メカニズムの関係を
明らかにする目的で，EBAG9 特異的抗体を作製して
ウェスタンブロット法による抗体の特異性を検証し，
がん臨床検体における免疫組織化学的解析に応用し，
その有用性を実証した．
　研究代表者が所属する研究室では，乳がん細胞よ
り，エストロゲン受容体がゲノムに結合する部位を
クローニングする手法を用いて，数種類のエスト
ロゲン応答遺伝子の同定に成功し，その1つとして
estrogen receptor-binding fragment associated antigen 
9（EBAG9）を同定した 1)．EBAG9はエストロゲン標的
組織だけでなく，脳，肝臓，心臓，リンパ節，腎臓など
多彩な臓器で発現している．EBAG9は，様々ながん
においても高発現が認められており，前立腺がん 2)，
腎細胞がん 3)，膀胱がん 4)，精巣がん 5)などの泌尿器
がんをはじめ， 肝細胞がん 6)，卵巣がん 7)，乳がん 8)

において発現上昇していることが報告されてきた．
がん細胞の培養系において，EBAG9を過剰発現して
も細胞増殖に変化はみられないが，細胞の移動能は
亢進する．また，EBAG9を過剰発現させたがん細胞
をマウスに皮下移植すると，腫瘍形成が促進する．
さらに，形成された腫瘍内にEBAG9のsiRNAを投与
すると，腫瘍増殖が抑えられることを所属研究室で
は報告してきた 3, 4)．以上から，EBAG9は腫瘍本体に
おいて，増殖を直接制御している可能性と，腫瘍周辺
の微小環境を変化させ腫瘍増殖を促進している可能
性の両方向からのがん病態生理への関与が考えられ
ている．EBAG9が微小環境に作用するメカニズムと
して，がん細胞から分泌されたEBAG9が周囲の間質
細胞や末梢リンパ球の受容体等に結合することにより
作用を発揮する可能性も考えられる．ドイツの研究グ
ループによるEBAG9ノックアウトマウスの解析では，
EBAG9は細胞傷害効果に関する因子の細胞外分泌を
阻害することによって，細胞傷害性 T 細胞の活性を

抑制するという報告もされている 9)．この様な変化が，
がん周囲の微小環境において生じれば，がん細胞の免
疫系からの回避に有利に働くことも想定される．しか
しながら，EBAG9のがん細胞への直接的作用および
がん免疫を介する作用については，未だ十分には解明
されていない．
　泌尿器がんにおけるEBAG9 発現がもたらす微小
環境変化と腫瘍増殖メカニズムの関係を明らかにする
目的で，特異性の高いEBAG9モノクローナル抗体を
独自に作製した．ヒトEBAG9 遺伝子発現ベクターを
導入した胎児腎上皮由来の培養細胞から細胞抽出液
を調整し，ウェスタンブロット法によりEBAG9モノ
クローナル抗体の特異性を検証した．次に，がん臨
床検体における抗体のEBAG9 蛋白質検出能力を検討
するため，既にいくつかの蛋白質発現性と予後相関解
析に成功している乳がん病理組織を用いて，免疫組織
化学を施行した．乳がんは，泌尿器がんの一つである
前立腺がんと同様，ホルモン依存性がんであり，両者
ともにホルモン受容体に対する内分泌療法が初期に
は有効であるが，病態の進展により，ホルモン治療
抵抗性を示すことが問題になるなどの共通点を多く
有している．乳がん病理組織を用いての研究は，埼玉
医科大学倫理委員会の承認が得られている．乳がん手
術検体を，本研究で作製したEBAG9モノクローナル
抗体を用いて免疫組織化学的検討を行った．EBAG9
免疫染色性は，がん細胞の細胞質を中心に検出さ
れた．本研究において検討を行った乳がんでは，全例，
術後のホルモン治療（タモキシフェン）を行っており，
術後 5 年以内に再発群と無再発群の2つのグループに
分けて，予後相関解析を行った．その結果，無再発群
よりも再発群において細胞質内でのEBAG9の免疫染
色性が上昇していた．また，予後相関解析においても，
EBAG9 陰性のがんよりもEBAG9 陽性のがんを有する
患者群において，無再発生存期間が短いことが示さ
れた．EBAG9の免疫染色性とリンパ節転移は，無再
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発生存期間の独立した予測因子であった．以上から，
EBAG9 の免疫染色性は乳がんにおける予後不良の
予測マーカーとして，診断と治療選択に役立つ可能性
が示唆された．
　本研究に加え，EBAG9は前立腺がん，膀胱がん，
腎がん，精巣腫瘍をはじめとする各種泌尿器がんに
おいても高発現していることから，泌尿器がんならび
にその他のがんにおいても，予後予測因子ならびに
治療法の選択のためのバイオマーカーとして臨床上
活用できる可能性が考えられる 2 -5)．EBAG9のがん増
殖における作用機序については，EBAG9を過剰発現
させたマウス腎がん細胞を用いた移植モデルにおい
て，CD8＋T 細胞の腫瘍内への浸潤が減少する細胞傷
害性 T 細胞を介するメカニズム 3)や，細胞傷害効果に
関する因子の細胞外分泌を阻害し，細胞傷害性 T 細
胞の活性を抑制するメカニズム 9)などが考えられる．
EBAG9の抗腫瘍免疫における制御機能に加え，他の
メカニズムが腫瘍増殖に関与する可能性も考えられ
ている．すなわち，EBAG9 依存的な細胞表面の糖鎖
修飾の変化による細胞の増殖や移動能の上昇 12)，腫瘍
増殖や転移に好ましいがん微小環境の構築 9)，増殖因
子またはサイトカインの分泌を増加させることによる
血管新生の促進などの可能性が想定される13)．EBAG9
による抗腫瘍免疫の抑制，腫瘍細胞の転移能の亢進，
血管新生の促進，ゴルジ体 14)における役割などの作用
メカニズムが，乳がんにおいてはホルモン治療耐性の
獲得に関与し，がん病態悪化に作用する可能性が考え
られる．実際に，本研究グラントにて泌尿器がんにお
ける臨床材料ならびに動物モデルを用いた検討を進め
ているが，詳細は未発表データのため先に原著論文で
発表することとする．
　本研究により，EBAG9のがん病態を探索する新しい
ツールとしての特異性が高い抗体が確立し，臨床検体
を用いての免疫組織化学的解析により，がん病態の
進行との予後相関を示すことが可能になった．泌尿器
がん細胞を用いての動物モデルならびに泌尿器がん
臨床検体での解析に，EBAG9抗体を活用し，未だ画期
的治療の方法が少ない難治性泌尿器がんの病態解明と
治療開発へ結びつけていきたい15)．
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ビタミン K 依存性 γ -グルタミルカルボキシラーゼの生体における新たな役割の解明

　本研究では，ビタミンKの補因子として作用する
ビタミンK 依存性γ -グルタミルカルボキシラーゼ

（ γ -glutamyl carboxylase ; GGCX）の 生 体 に お け る
新たな役割の解明のため，GGCXの臓器特異的動物
モデルを作製した．肝臓における機能解析により，
本酵素の作用不足は出血傾向を高め，さらに寿命に
影響することを明らかにした（成果論文 1）．本研究
内容は GGCX を介するビタミン K の臓器特異的作用
の詳細を明らかにするものとして，新聞やインター
ネットで広く報道され，社会的関心を集めた．
　ビ タ ミ ンKは，1929 年 に 発 見 さ れ た 脂 溶 性
ビ タ ミ ン で あ り， 血 液 凝 固 因 子 や 骨 代 謝 に 深 く
関 わ る こ と が 知 ら れ て い る．本 邦 で は， 正 常 な
血 液 凝 固 作 用 を 維 持 す る た め に， 厚 生 労 働 省 が
2010 年度版食事摂取基準の中でビタミンKの目安量
を定めている．ビタミンKは，脂質を含まない食餌で
ヒヨコを飼育していた際に出血しやすい現象から，
Henrick Dam に よ り，1929 年 に 発 見 さ れ た．彼 は
1943 年にノーベル生理学・医学賞を受賞している．
ビ タ ミ ンKは，2 - メ チ ル - 1,4 - ナ フ ト キ ノ ン を
基本骨格とし，側鎖の構造の違いから，自然界には，
緑黄色野菜・海藻類・緑茶・植物油などに多く含ま
れるビタミンK1（フィロキノン）と，微生物や腸内細菌
によって合成されるビタミンK2（メナキノン類）の2つ
のビタミンKが存在する．ビタミンK3（メナジオン）は
合成化合物として知られている．ビタミンKの主要な
機能の一つとして，ビタミンK 依存性γ -グルタミル
カルボキシラーゼ（γ -glutamyl carboxylase ; GGCX）
の補因子として働くことが1970 年代から知られて
きた1 -3)．GGCX は，標的タンパク質中のグルタミン酸
残基をγ -カルボキシグルタミン酸（Gla）残基へと変換
することにより，Gla 化（γ -カルボキシル化）翻訳後
修飾をもたらし，生理的な活性をもつGlaタンパク質
として成熟させる重要な役割を担っている．ビタミン
K 依存性 Gla 化タンパク質としては，これまでに，

肝 臓 に 存 在 す る 第 II, VII, IX, X 血 液 凝 固 因 子 や
プロテインC，プロテインS，プロテインZ4)，骨組織
に存在する骨基質タンパク質のオステオカルシン

（osteocalcin；OC, 別名 bone Gla protein；BGP）5) や
マ ト リ ッ ク スGla 化 タ ン パ ク（matrix Gla protein；
MGP）6)などがこれまでに知られており，GGCX 自身
もGla 化を受ける 7)．一方で，GGCXおよび，Gla 化
タンパク質は，肝臓，脾臓，肺，膵臓，生殖腺，胎盤，
胸腺，甲状腺，軟骨，子宮などにおいても広く発現が
認められていることから，多様な組織において作用
していると想定されるが，血液凝固系と骨組織以外
におけるビタミンKの作用については解明されておら
ず，新たなビタミンK 依存性 Gla 化タンパク質の存在
も推測される．
　研究代表者が所属するグループ（以下，本グループ）
では，今までにGGCXを介する基質タンパク質の
Gla 化修飾以外のビタミンKの作用の一つとして，核
内受容体であるステロイドX 受容体（SXR）のリガンド
として機能することを報告し 8, 9) 骨芽細胞系における 
SXR 依存性の遺伝子発現調節 8, 9)およびコラーゲン
蓄積作用 9)を明らかにしてきた．また，ビタミンKは
プロテインキナーゼA（PKA）のリン酸化を介しても骨芽
細胞系における遺伝子発現調節に関与し，GGCXおよ
びSXR以外の作用点をもつことを明らかにしてきた10)．
　 生 体 に お け る ビ タ ミ ンKの 詳 細 な 機 能 を 解 明
するためには，ビタミンK 作用点であるGGCXとその
標的となるGla 化タンパク質，ビタミンK 受容体と
なるSXRなどの発現を改変した動物での機能解析
が必要と考えられる．本グループでは，マウスSXR
オルソローグのPXR 欠損マウスを用いて，骨密度測定
による骨形態観察を行い，PXR 欠損マウスでは骨量
減少を認めたことから，SXRが骨代謝の調節因子とし
て重要である可能性を示した11)．
　生体におけるGGCX の機能解析については，全て
の組織でGGCXを欠損させたノックアウトマウス
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の表現型が過去に報告されている 12)．このマウス
では，胎生期の9.5 日から18 日と生後間もない期間
に出血が原因で致死となるため，GGCXの各組織に
おける機能は未解明な点が多い．また，GGCXにより
Gla 化を受け活性化される血液凝固因子のうち，第 II
因子の欠損マウスと第 X 因子の欠損マウスはとも
に，二次的ではあるが胎生致死であることが報告さ
れている 13, 14)．第 II 因子の欠損マウスは，卵黄嚢が青
白く，血管内も空であり，胎生期の9.5 〜 12.5 日から
心臓が拡張し始める．第 X 因子の欠損マウスは卵黄嚢
や血管は正常だが，胎生期の11.5 〜 12.5 日から出血が
原因で死亡する．これらの欠損マウスの表現型を考慮
すると，Ggcx 全身性欠損マウスの胎児は妊娠中期の
発達に異常をきたしていると推察できる．
　こ の よ う な 背 景 の 下， 本 研 究 で は 組 織 特 異
的 に GGCXを 欠 損 さ せ た コ ン デ ィ シ ョ ナ ル
ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス（cKO）を 作 製 し，GGCXの
機 能 解 析 を 行 う こ と を 目 的 と し た．cKOマ ウ ス
の作製には，各組織で特異的に発現する遺伝子の
プロモーターの下流にCre 組換え酵素を挿入したCre
発現トランスジェニックマウスと，Ggcx 遺伝子前後
にCreにより切断される loxP 配列を挿入した遺伝子型
をホモに有するGgcxflox/floxマウスとを交配して作製
した．本研究により，組織特異的プロモーターに制御
されるCreトランスジェニックマウスを用いることに
より，組織特異的にGgcxをノックアウトし，機能解析
することが可能になった．
　肝細胞特異的に発現するアルブミン（Albmin; Alb）
のプロモーター支配下にCre 組換え酵素を挿入した
トランスジェニックマウス（Alb-Cre）をGgcxflox/flox と
交配することにより，肝臓特異的にGGCXの酵素機能
を低下させることに成功した．興味深いことに，肝臓
特異的 Ggcx cKOマウスでは，コントロールマウスに
比較して，血漿中の血液凝固因子第 II因子と第 IX因子
の活性は低下し，止血時間に著しい延長が認めら
れた．しかしながら，一次止血機構で中心的役割を担
う血小板の数を調べると，Ggcx cKOマウスではコン
トロールマウスと遜色がなかった．このことから，
cKOマウスでの血液凝固時間の延長は，二次止血機構
の著しい障害によることが示唆された．生存期間は，
雌雄ともcKOマウスにおいて短命であることが認め
られ，特にcKO雄性マウスは雌性マウスよりも短命で
あることが明らかになった．死亡したマウスのほとん
どで皮下組織に膨大な出血が観察されたことから，出
血が直接的な死因であると推測された．
　 ま た， 本 研 究 で 作 製 し た 肝 臓 特 異 的 Ggcx 欠 損
マ ウ ス は， 血 液 凝 固 第 II, IV 因 子 活 性 が 低 下 し た
にもかかわらず，胎生致死の全身性 Ggcx 欠損マウス
よりは著しく長く生存できることが明らかになった．
Alb-Cre のアルブミンプロモーターは胎生期の16.5 日

頃から活性化するため15)，Ggcx cKOマウスでは，この
時期まで Ggcx が存在すると考えられ，両者の表現型
の相違をもたらすものと考えられる．
　近年では，ビタミンK，特にK2が骨粗鬆症治療薬で
使われている 16, 17)．ビタミンKの活性型が肝臓以外の
組織においても認められることから 18)，ビタミンKを
補因子とするGGCXの様々な臓器特異的な機能につい
ては，さらに各種臓器に対するGgcx cKOマウスを
作製することによって解明できるものと期待される．
本研究をさらに進展し，ビタミンK 作用に基づく創薬
開発へつなげていきたい．
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緒　言

　ペルオキシソーム増殖因子活性化受容体 PPARγ
は核内受容体であり，レチノイドX 受容体（RXR）と
ヘテロダイマーを形成して，リガンド依存的に標的
遺伝子のプロモーターに結合し，コリプレッサー，
コアクチベーターと協調して標的遺伝子の転写量を
調節する．PPARγは脂肪細胞分化のマスターレギュ
レーターであり，脂質代謝，インスリン感受性，動脈
硬化等メタボリックシンドロームに関わる重要な因子
として注目されている．このPPARγは哺乳類におい
ていくつかの選択的スプライシングバリアントが存
在することが知られ，マウスとヒトでそれぞれ報告
されていて，異なるプロモーターで，それらの発現が
厳格に制御されている．マウスのPPARγのスプライ
シングバリアントは，PPRAγ 1とPPRAγ 2のみで，
一 方， ヒ ト で はPPRAγ 1，PPRAγ 2，PPRAγ 3，
PPRAγ 4のみである 1)．しかしながら，我々は新た
に， マ ウ ス に お い て ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト
PPARγ 1sv（accession number AB644275）を見出し，
さらに，ヒトにおいてもスプライシングバリアント 
新規 hPPARγ（accession number AB472042.1）を見出
した．特に，現在，マウス胚においてPPARγの3つ
のバリアントのうち，PPARγ 1svが最も多く発現し，
遅れて，PPRAγ 1，PPRAγ 2の発現が増加すること
を見いだしている 2)．そこで今回我々は，マウス胚に
おけるPPARγの3つのバリアントの発生段階の選択
的スプライシングバリアントの制御機構とその発現制
御メカニズムを解明するため，まず，マウスにおいて，
それぞれの特異的プロモーターを欠失させたノックア
ウト（KO）マウスを樹立しようと試みた．

材料と方法

　Cre/loxとFRT/FLPのsystemで targeting construct
を構築（図 1A），エレクトロポレーションのために，
株式会社トランスジェニック社（神戸）に依頼する．
構築したそのベクター DNA を導入したES 細胞を，
薬剤（Neomycin）選択により，Neomycin 耐性 ES 細胞
を取得し，PCRによる導入遺伝子を解析し，陽性の
ES 細胞株を区別し得る．再度，株式会社トランスジェ
ニック社（神戸）で，ジャームライン・トランスミッ
ションなどによりキメラマウス作成を依頼し，KO
マウスを構築し，ES 細胞寄与率の高いキメラマウス
と，野生型マウスと交配し，ヘテロ接合体型マウス
を同定する．次に埼玉医科大学中央研究施設実験
動物施設にて，誘導性 Cre マウス（B6;CBA-Tg(CAG-
Cre)47Imeg，熊本大学　生命科学系事務ユニット）と
の交配により，PPARγ 1sv のプロモーター領域の
エクソン（エクソンC）を欠失させる．

結　果

　Cre/loxとFRT/FLPのsystemで 構 築 し た targeting 
constructを 図 1Aで 示 す．エ ク ソ ンCを loxP 配 列 で
挟んだTargeting Vectorを作成・エレクトロポレー
ションのために，株式会社トランスジェニック社（神
戸）に依頼し，Targeting Vector DNAをES細胞に導入，
Neomycin薬剤耐性ES細胞を取得（356クローン）した．
その中から，3 種の陽性のES 細胞株を区別し，8 細胞
期胚とES 細胞のアグリゲーションによるキメラマウ
スを作製した．次に，ES 細胞寄与率の高い，exonC 
floxアレルがgermline transmissionしたキメラマウス
と，野生型マウスと交配し，ヘテロ接合体型マウス
を作成し，これらのマウスからホモ接合体型マウス，
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ヘテロ接合体型マウス，野生型マウスをそれぞれ同
定した．これらの同定は，LoxP pimer set（図 1A）で
PCRすることでそれぞれを区別した（図 1B）．positive 
controlとしてカルシウム非依存性ホスホリパーゼ A2

（iPLA2）を用い，loxP 配列を含む場合（700 bp）と loxP
配列を含まない場合（500 bp）のPCR 産物でホモ接合
体型マウス，ヘテロ接合体型マウス，野生型マウスを
区別した（図 1B）．次に得られたホモ接合体型マウス，
exonC floxマウスに，Cre組換え酵素を発現するトラン
スジェニックマウス，誘導性 Cre マウス（B6;CBA-
Tg(CAG-Cre)47Imeg）を交配させ，PPARγ 1svのプロ
モーター領域のエクソンCを欠失させた．LoxP pimer 
setに加えてNeo primer（図1A）も加え，PPARγ1sv（エ

クソンC）プロモーター領域欠失ホモ接合体型マウス・
ヘテロ接合体型マウスを，欠失されてない野生型マウ
スと区別した（図1C）．次に，PPARγ1sv（エクソンC）
プロモーター領域欠失ホモ接合体型マウスとそのヘテ
ロ接合体型マウスを区別するため，再度，LoxP pimer 
setを用いた．PPARγ 1sv（エクソンC）プロモーター
領域欠失ホモ接合体型マウスは loxP 配列を含むので
PCR 産物は700 bpを示し，そのヘテロ接合体型マウス
は誘導性 Cre マウス由来の loxP 配列を含まないPCR
産物500 bpと，PPARγ1sv（エクソンC）プロモーター
領域欠失ヘテロ接合体型マウス由来の loxP 配列を
含むPCR産物700 bpを示すことで区別した．

図 1.	 Cre/loxとFRT/FLPのsystemで構築した targeting constructとそれによるノックアウト（KO）マウスの同定．Cre/lox
とFRT/FLPのsystemで構築した targeting constructと設定したpimerの部位（図 1A）．LoxP pimer set（図 1A）でPCR
すると，ホモ接合体型マウスでは loxPが挿入されているのでPCR 産物は700 bpとなり，野生型マウスでは loxPが
挿入されていないので，PCR 産物は500 bpとなり，ヘテロ接合体型マウスのPCR 産物は500 bpと700 bpとなり同定で
きる（図1B）．LoxP pimer setに加えNeo primer（図1A）により，エクソンCのプロモーター領域を欠失したマウスでは
0.8 kbのPCR 産物が得られる．理由が明らかでないが，欠失していないマウスでのLoxP pimer setとNeo primerによる
PCR産物は，得られない（図1C）．
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考　察

　先に述べたが，PPARγは哺乳類においていくつか
の選択的スプライシングバリアントが存在することが
知られ，マウス（図 2）とヒト（図 3）でそれぞれ報告さ
れていて，異なるプロモーターで，それらの発現が厳
格に制御されている．マウスPPARγには，ヒトと同
様に，今までPPARγ1およびPPARγ2，以上2つのア
イソフォーム（選択的スプライシングバリアント）が
知られている（図 2）．PPARγ 1の発現はエクソンA1

から転写され，多くの組織でユビキタスにみられ，脂
肪細胞分化誘導に関わらないと言われている．一方，
PPARγ2はエクソンBから転写され，脂肪組織に特異
的に発現しており主に脂肪細胞分化誘導に関わる，と
されている．また，翻訳開始コドン（ATG）がエクソン
BとエクソンE1にあるため（図 3），PPARγ 2 蛋白の
分子量はPPARγ1蛋白のそれより若干長い（図3, 4）．
　我々は，以前から報告されたPPARγ 1と異なるプ
ロモーターである新規なスプライシングバリアント
を発見し 3)，特許とした 4)．これが，PPARγ 2と同様

図 2.	 マウスPPARγ（mPPARγ）の選択的スプライシングバリアントのプロモーター開始部位．脂肪細胞分化誘導に関わ
らないとされる従来型のmPPARγ 1と，我々が見出した脂肪細胞分化誘導に関わるmPPARγ 1（脂肪細胞分化誘導型
Pparγ 1sv）．それぞれのプロモーター開始部位が異なる．Meirhaegheらが報告しているmPPARγ 3のプロモーター
開始部位も示した．

図 3.	 ヒトPPARγ（hPPARγ）の選択的スプライシングバリアント．ヒトもマウスと同様に認められる．特に，Meirhaeghe
らが報告しているhPPARγ 3のプロモーター開始部位と産物を矢印で示した．我々が見出した脂肪細胞分化誘導に
関わるhPPARγ 1（脂肪細胞分化誘導型 Pparγ 1sv）の選択的スプライシングバリアントのサイズは，脂肪細胞分化
誘導に関わらないとされる従来型のhPPARγ1と同程度を示す．翻訳開始コドン（ATG）がaxonE1にあるため脂肪細胞
分化誘導型Pparγ1svと従来型のhPPARγ1の産生される蛋白は同じとなる．
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に脂肪細胞分化誘導に関わることを証明 2）したので
Pparγ 1svと名付け，今回はさらにPparγ 1svを脂肪
細胞分化誘導型Pparγ1svとさらに名付けた．
　今後，得られたマウスはNeomycin 耐性遺伝子カ
セットを外すため，Flpトランスジェニックマウス

（B6;D2-Tg(CAG-Flp)18Imeg，熊本大学　生命科学系
事務ユニット）との交配により，さらにNeomycin耐性
遺伝子を欠失させる予定である．さらに，脂肪細胞
特異的なエクソンCをKOさせるため，脂肪細胞特異
的 Creレコンビナーゼ（Cre）を発現するトランスジェ
ニックマウスを入手して交配して，解析を進める．
加えて，現在，exonA1floxマウス作成が終了している
ので，上記と同様に，エクソンA1（図 1A）のみを欠損
したノックアウトマウス，エクソンA1およびCの両方

（図 1A）を欠損したKOマウス，それぞれのマウスの
作成を試み，比較検討を進める．
　今回，新リポ蛋白質の粒子径の決定法及びリポ蛋白
質の粒子マーカーも確立したので 5)，この該当遺伝子
の特異的プロモーターのKOマウスの血中脂質のプロ
ファイルの特徴も明らかとする．
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携帯型眼振記録装置による，新しいめまい診療システムの確立

緒　言

　Electro nystagmography（ENG），またはVideo 
nystagmography（VNG）を用いた眼振検査はめまいの
診断に欠かせないが，装置の大きさのため，一般には
耳鼻咽喉科外来など限られた環境でしか行なうこと
ができない．一方，めまい発作は自宅など病院外で
生じることが大半であるが，発作時間が短いか，発作
から耳鼻科受診までの日数が長い場合，耳鼻咽喉科
外来受診時にはめまい発作がすでに治っていること
が多い．このような場合，所見が乏しいために正確な
診断が下せず，適切な治療が行なわれていないこと
がある．さらに診断のためにより多くの検査を必要と
したり，必要以上の薬剤が投与される傾向にあること
から，医療費抑制のためにもより正確な診断と的確な
治療が多方面から強く望まれている．
　これらの課題を克服すべく，1980 年代から90 年代
にかけて携帯型 ENGに関する論文がいくつか報告さ
れた 1, 2)．しかしいずれの装置も，センサー（電極）の
装着を患者自身が行なえないことに加え，発作時に
速やかにセンサーの装着・記録が行なえる訳でなく，
発作時に備え長時間装着したまま記録を行なう必要が
あること，記録中は顔面に複数のセンサーを装着した
まま生活しなければならないこと，ENGでは眼振に
おける3 成分（水平・垂直・回旋）の内，回旋成分の計
測ができないことなど問題点が多く，普及することは
なかった．
　携帯型 ENGの報告とほぼ同じ頃から，VNGによる
眼球運動記録法が開発された．VNGはENGと異なり，
眼球の動きをCCD/CMOSなどの撮像素子を通して，
ビデオ画像としてディスプレイ上に投影させたり，
ハードディスクなどに記録して解析等を行なう方法で
ある．VNGは映像をそのまま患者に見せることがで
きることに加え，回旋成分の解析により眼球運動の3
次元解析が可能となるなど，大きなインパクトをもた
らした．但し，当時のVNGは最先端の技術であり，装
置が大きく，また構成機器が高価であったことなどの

理由から，装置はすべて据え置き型であり，患者ひと
りで操作可能な携帯型VNGは存在しなかった．
　今回われわれは，病院外で不意に生じためまい発作
時においても，患者自身が操作・記録可能な携帯型
VNGの構築と，同装置を用いた新しいめまい診療シ
ステムの確立を目指した研究を行なった．

材料と方法

携帯型 VNG 1 号機（pVNG- 1）の試作
　永島医科器械製の遮眼用ゴーグル（IEM-2 用）に
民生用ワイヤレス式赤外線 LED 付小型 CMOSカメラ
及び無線受信機能付デジタルビデオレコーダ－のセッ
ト（YK-873）を組み合わせることで，携帯型 VNGを
試作した（Fig.1）．

pVNG- 1 に使用している無線の安全性についての検証
　pVNG-1は情報伝達に無線を用いている．無線は
その周波数や電力の強度によっては，ペースメーカー
を始めたとした他の医療機器への影響が考えられる．
そのため，臨床の場で使用するには，装置が発生する
無線が他の医療機器へ影響を及ぼさないか確認する

平成 24 年度　学内グラント終了時報告書

携帯型眼振記録装置による，新しいめまい診療システムの確立

研究代表者　新藤　晋 （大学病院　耳鼻咽喉科）

Fig. 1.
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ことが必要である．そこで我々は，スペクトラムアナ
ライザーを用いて，pVNG-1が発生する無線の周波数
および電圧測定を行なった．

健常者をもちいた検討
　対象は健常者 7 名．男性 5 例と女性 2 例，年齢は
25 歳から38 歳，平均 29.6 歳であった．これらの被験者
に対し，予め水平，垂直の各成分について10 度較正
を行なった後，温度眼振検査を行ない，出現した眼球
運動の記録を行なった．方法は，まず仰臥位で頭部を
約 30 度拳上した状態でpVNG-1を装着した．次に20℃
の生理食塩水 5 ccを約 10 秒かけて右もしくは左外耳
道内に注入し，誘発された眼振を専用のレコーダーで
記録した．

結　果

pVNG- 1 に使用している無線の安全性について
　カメラの電源をoffにした場合，周囲の無線機器が
発する，IEEE.802.11g 規格の最大約 40 dBμVの電圧
波形が記録された（Fig. 2a）．次に pVNG-1のカメラ電
源をONにした所，IEEE.802.11g の電圧波形に加え
て，pVNG-1が発する周波数 2.430 ～ 2.435 GHz，最大
電圧 72.43 dBμVの電圧波形が記録された（Fig. 2b）．測
定された最大電圧（約 70 dBμV）にアンテナ補正（+30 
dBμV）を行なうと電界強度（E）= 約 100 dBμV/m=0.1 
V/mとなることから，電力 P（W）の送信電波が距離
r（m）離れたところでの電界強度 E（V/m）を示す式

（理想的な半波長ダイポールアンテナの場合）
「E=7×√P/r」

にE=0.1 V/m，r=1 mを代入すると，最大電力（P）は
約 0.2 mWであることが判明した．病院内で汎用さ

れており，他の医療機器への影響がないと認知され
ている無線 LANの最大出力が10 mWであることか
ら，pVNG-1が発生する無線は他の医療機器に影響を
及ぼすことはなく，安全に使用できることが明らかと
なった．

健常者をもちいた検討
　全例において，明瞭な水平回旋性混合性眼振を
視認することができた．さらに一例の眼球運動画像に
対し，我々が従来から使用している眼球運動解析装
置（VIAS; video image analyze system）を用いて解析
を行なった所，垂直成分の眼振は明らかでなかった
ものの，眼振の水平，回旋の各成分について解析が
可能であった（Fig. 3a, b）．

考　察

　眼振検査は得られた眼球運動によりめまいの病巣
を推定することが可能となることから，問診と並んで
めまいの診療において欠かすことができない検査と
なっている．眼振検査には色々な種類があるが，中で
も頭位眼振検査および頭位変換眼振検査は，めまいの
原因で最も多い前庭性由来のめまい発作時に出現する
異常な眼球運動を検出しやすいことから特に重要とさ
れている． 
　めまい発作時もしくは発作直後には異常所見が高頻
度で認められるが，めまい専門施設を紹介されて，精
密検査を受けるまでの間にはめまいが治癒もしくは軽
快し，眼振が認められなくなる症例を多く経験する．
めまいの専門機関において，めまいを主訴に受診さ
れた患者の中で自発性眼振が認められる頻度は，注視
眼振検査で19％，フレンツェル眼鏡を使用した眼振検

Fig. 2.
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査で20％，赤外線カメラを用いた眼振検査でも48％
であり，例え赤外線カメラを使用しても，半数以上の
患者で眼振が認めらなかったとの報告がある．以上の
背景から，めまい発作時もしくは直後の眼球運動が記
録できれば，眼振の検出頻度が高まるのではないかと
考えられるようになり，めまい発作時の眼振を記録
することができる携帯式眼振記録計の必要性が認識さ
れるようになった．1970 年～ 90 年代には日本を中心
に携帯型 ENGの論文がいくつか報告された．渡辺ら，
西川らはそれぞれ携帯型心電計やホルター心電計を使
用もしくは応用した携帯型 ENGを報告している．こ
れらはいずれも睡眠時など長時間の記録に向いている
が，顔面に5つの電極を装着する必要があった．発作
時に5つの電極を患者自身が速やかに装着することは
不可能であり，また装着したまま生活することも困難
であることから，普及することはなかった．
　我々は，日常診療において携帯型眼振記録計の
必要性を考え続けた結果，携帯型のVNGを構築す
れば良いのではないかと考え，研究を進めてきた．
pVNG-1は，長径 14 cm，重量 380 gと軽量・小型の
上，起動から記録開始まで最短 6 秒で，解像度，サン
プリングレートとも，現在汎用されている据え置き型
VNGとほぼ同等の性能を有しており，携帯型のVNG
として良好な性能を有していると考えられた．
　カメラから記録装置への情報伝達の点から携帯型
VNGの形態を考えた場合，①無線による伝達，②有線
による伝達，③カメラと記録装置が一体化，の3つが
考えられる．pVNG-1は無線を使用して構築した．無
線の利点としてケーブルがないため取り回しが容易で
あり，装置を軽量にすることができる．またゴーグル
からモニターを取り外すことができるので，撮影・記

録している最中に，本人がモニターで画面を確認する
ことができたり，持ち運ぶ際に小さく分割できるなど
のメリットがある．その反面，無線を使用しているこ
とから，ペースメーカ－等を使用している患者や他の
医療機器への影響が危惧される．そこで実機を用いて
無線の周波数・出力を測定した所，周波数 2.4 GHz，
出力は約 0.2 mWであった．日本の病院内で汎用され
ている無線LANの最大出力が10 mW，心電図モニター
などで使用されている医用テレメーターの出力が約
1 mWであることから，pVNG-1の無線は人体への影
響がないことが明らかとなった．その他，携帯型 VNG
共通の課題として，めまい発作で動揺している患者が
独りで記録する場合，眼球位置や焦点距離の調整が難
しかったり，瞬きが多い患者や上眼瞼が下垂している
患者では，眼振の確認，解析が困難となることがある．
これらの課題についてはさらなる装置並びにシステム
の改良が必要と考えられる．
　今まで，携帯型眼振記録装置について研究があまり
進んでおらず，渉猟し得る限りで患者自身が操作・記
録できる携帯型 VOG/VNGは報告されていない．携帯
型 VNGの適応はメニエール病や前庭神経炎，BPPV
だけでなく，小児良性発作性めまいや偏頭痛関連め
まい，さらには恐怖性めまいなど病院外での眼振記録
が望ましい反復性めまいすべてである．携帯型 VNG
を適用することにより，自宅など病院外で生じため
まいについて，実際眼振が認められるか，また認めら
れた場合の眼振の強さ，方向，頻度等を確認すること
によって，より正確な診断，治療が可能となることか
ら，今後さらなる発展が期待される領域である．今後，
機器を改良し症例数を蓄積することで，より良い携帯
型VNGシステムを構築していきたいと考えている．

Fig. 3.
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＊国際医療センター　小児心臓外科

新生児乳児開心術におけるMUF中白血球除去による肺障害の予防に関する研究

緒　言

　体外循環下開心術において，白血球活性化による
血管内皮障害が術後の心筋障害や臓器障害の原因の
一つであることが明らかとなってきた．これに対し
白血球除去フィルターを体外循環の送血回路に使用
することにより，活性化した白血球を体外循環中継続
して除去し，術後の心筋障害や臓器障害を軽減できる
可能性も指摘されているが，その効果は報告により
異なる．これとは別に体外循環終了直後に血液の限外
ろ過（Modified Ultrafiltration, MUF）を行ない，血液中
の血管作動物質やサイトカインを減少させることに
より心筋障害や臓器障害を軽減できることも明らか
となり，多くの小児心臓外科施設で行われている．今
回われわれは，体外循環の送血回路ではなくMUFの
回路に白血球除去フィルターを装着することにより，
MUF 中に活性化した白血球を除去し，MUFの効果を
さらに高め，心筋障害や臓器障害を防ぐことができる
と考え，検証することを目的とした．

対象と方法

　対象は心室中隔欠損症，肺高血圧症に対して体外循
環使用下に根治術を施行した一歳未満の乳児 20 例で，
男児 9 例，女児 11 例，平均年齢は115.5 日であった．
無作為に選ばれた10 例に対してはMUF 中の白血球
除去を行いフィルター群とした．その他の10 例に
おいては白血球除去を行わなかった（コントロール
群）．白血球除去の方法は，従来の体外循環回路内の
MUF回路にPole社製白血球除去フィルターを装着し，
MUF 中 MUF 回路内を通過する血液の白血球除去を
行った．
　白血球除去効果の指標として白血球数，白血球活
性化の指標としてTNF-α，および各種インターロイ

キンIL-1β , IL-6, IL10, および接着分子 ICAM-1の測定
を行った．測定はコントロールとして麻酔導入後加
刀前，体外循環終了直後 MUF 開始前，MUF 終了時，
体外循環終了後 24 時間の計 4ポイントで行った．また
肺機能の指標として術中の肺動脈圧／体動脈圧，術中
術後のPaO2/FiO2の測定を行い，心機能の評価として
CK−MB, Toroponin Tの測定を行った．

結　果

　全例生存し合併症も認めなかった．両群間に年齢，
体重，体外循環時間，心停止時間のいずれにも有意
差を認めなかった．フィルター群は回路への充塡量
が多くなるため，使用 RCCの量が有意に高かった

（フィルター群 377 ± 20.6 mL，コントロール群 286 ±
46.0 mL，p ＝ 0.0004）（表 1）．白血球は有意にフィル
ター群が低かった（p ＝ 0.004）（図 1）．血中 TNF-α，
および各種インターロイキンIL-1β，IL-6，IL10に
おいては両群間に差は認められなかったが，接着分子
ICAM-1についてはMUF 後フィルター群で有意に低値
であった（P＝ 0.049）（図 2）．術中の肺動脈圧／大動
脈圧（PAP/AoP）比，術中術後のPaO2/FiO2 比は両群
間で有意な差はなかった．術後 CK-MB 値（フィルター
群150.44±54.1 ng/mL，コントロール群160.43±68.7 
ng/mL，p＝0.72），Toroponin T値（フィルター群5.42±
1.76 ng/mL，コントロール群 7.14 ± 3.75 ng/mL，p ＝
0.23）の平均値は有意差を認めないがフィルター群で
低値の傾向を示した．

考　察

　結果を見ると統計学的な有意差を得ることは出来な
かったが，術後サイトカイン値，CK-MB, Toroponin 
Tの 平 均 値 は フ ィ ル タ ー 群 で 低 い 傾 向 が み ら れ，
ICAM-1についてはMUF 後有意に低下したことから，
今回の研究では症例数が少なく断定することは不可能
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であるが，MUF 中の白血球除去が術後の心筋障害や 臓器障害を軽減できる可能性が示唆されたと考える．

表 1.

図 1.

図 2.
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